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La presente invention concerne un organisme 
metazoaire, a 1' exception de l'homme, et notamment une 
souris, caracterise en ce qu'au moins une cellule de 
cet organisme comprend au moins une proteine de fusion 
entre une recombinase Cre et un recepteur nucleaire aux 
oestrogenes modi fie lui permettant de repondre aux anti- 
oestrogenes synthetiques mais non aux oestrogenes 
naturels, et une ou des sequence (s) d'ADN d' interet 
appartenant au genome dudit organisme dans laquelle 
(lesquelles) est (sont) insere(s) un ou plusieurs 
site(s) de reconnaissance de ladite proteine 
recombinase. L' invention couvre egalement les procedes 
mettant en ceuvre ledit organisme pour la mutagenese et 
1' analyse de la fonction biologique de la ou des 
sequence (s) d'ADN d' interet, notamment de gene(s) 

d' interet, tel RXRa. 

L' aptitude a modifier le genome d'animaux, plus 
particulierement de la souris par integration de 
transgenes de maniere aleatoire, ou a des endroits 
preselectionnes par recombinaison homologue, dans les 
cellules souches embryonnaires (cellules ES) a permis 
d'ameliorer grandement notre comprehension de la 
fonction biologique des genes de mammiferes dans des 
conditions normales et/ou pathologiques (Jaenisch, 
1988; Capecchi, 1989) . Neanmoins, ces techniques se 
sont averees peu informatives dans un grand nombre de 
cas/ notamment parce que les mutations hereditaires 
ainsi generees etaient letales durant le developpement 
et/ou parce que leurs effets etaient pleiotropiques . 

Pour pallier ces defauts, des strategies de 
mutagenese somatique conditionnelle ont ete 
developpees, particulierement chez la souris ; elles 
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permettent d' induire selectivement des mutations dans 
un type cellulaire donne (controle spatial) ou a un 
temps donne (controle temporel) au cours de la vie de 
1' animal . 

Une premiere strategie a consiste a combiner la 
recombinaison homologue ciblee avec les systemes de 
recombinaison site-specif iques bases sur 1 ' utilisation 
de recombinases qui catalysent la reaction de 
recombinaison entre deux courtes sequences d'ADN de 
reconnaissance. II f ut montre que ces systemes de 
recombinaison site-specif iques, bien' que d'origine 
microbienne pour la plupart, pouvaient' fonctionner chez 
les eucaryotes superieurs, tels que des plantes, des 
insectes et la souris (Sauer, 1994 ; Rajewsky et al . , 
1996; Sauer, 1998) . Parmi les systemes de recombinaison 
site-specifiques utilises communement, il convient de 
citer les systemes Cre/Lox (Sauer, 1998) et FLP/FRT 
(Kilby et al., 1993). La strategie habituellement 
employee consiste a inserer des sites loxP (ou FRT) 
dans les chromosomes de cellules ES par recombinaison 
homologue, ou par transgenese classique, et puis a 
delivrer la Cre (ou FLP) pour que cette derniere 
catalyse la reaction de recombinaison. La recombinaison 
entre les deux sites loxP (ou FRT) peut etre realisee 
25 dans les cellules ES (Gu et al . , 1993) ou dans des oeufs 
fertilises (Araki et al . , 1995) par expression 
transitoire de la Cre ou en utilisant une souris 
transgenique Cre (Lakso et a J . , 1992; Orban et al . , 
1992). Une telle strategie de mutagenese somatique 
30 permet un controle spatial de la recombinaison, car 
1' expression de la recombinase est controlee par un 
promoteur specif ique d'un tissu donne ou d' une cellule 
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donnee. Cependant cette strategie presente egalement 
des limitations car certaines alterations somatiques 
peuvent conduire a un phenotype letal a un stade 
precoce du developpement, empechant ainsi toute etude 
5 biologique ou physiologique ulterieure. Egalement, une 
expression non suffisamment specifique de la 
recorabinase peut conduire a des evenements de 
recombinaison dans un type cellulaire non desire (Betz 
et al., 1996) qui, s'ils surviennent precocement au 
10 cours de 1' embryogenese, peuvent entrainer la 
recombinaison de l'ADN dans la plupart des tissus 
adultes, et de ce fait compliquer 1' analyse du 
phenotype mutant . 

Une seconde strategie a consiste a controler 
15 1' expression des recombinases dans le temps, afin de 
permettre un controle temporel de la recombinaison 
somatique. Pour ce faire, 1' expression des recombinases 
est controlee par des promoteurs inductibles (Kuhn et 
al., 1995 ; Saint-Onge et al., 1996), tels que le 
20 promoteur inductible a 1' interferon, par exemple . Ce 
systeme presente egalement des limitations, car il ne 
permet pas d' obtenir un controle spatial de la 
recombinaison. 

Le couplage du systeme d' expression inductible a 
25 la tetracycline developpe par H. Bujard (Gossen et al . , 
1992 ; WO 94 04672 ; EP 804 546) avec le systeme de 
recombinase site-specif ique a permis de developper un 
systeme de modification somatique du genome controlee 
de maniere spatio-temporelle . Un tel systeme est base 
30 sur 1' activation ou la repression par la tetracycline 
du promoteur commandant 1* expression du gene de la 
recombinase. Une telle methode, bien qu'elle permette 
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d' obtenir un controle spatio-temporel de la 
recombinaison somatique, presente 1 ' inconvenient d'etre 
lourde a mettre en oeuvre, car necessitant la creation 
d'un animal doublement transgenique . 
5 Une nouvelle strategie a pu etre envisagee suite 

au developpement de recombinases chimeriques activees 
de maniere selective par le ligand naturel du recepteur 
des cestrogenes. En effet, 1' observation que de 
nombreuses proteines, dont au moins deux enzymes (les 
10 tyrosine-kinases c-abl et src) , voient leur activite 
controlee par des cestrogenes, lorsque ^celui-ci est lie 
au domaine de liaison au ligand (LBD, pour « ligand- 
binding domain ») du recepteur des cestrogenes a(ERa) 
(Jackson et a 1 . , 1993; Picard et al . , 1994), a permis 
15 .de developper des strategies de recombinaison site- 
specifique controlee de maniere spatio-temporelle 
(Logie et al . , 1995; Metzger et al . , 1995). Toutefois 
pour utiliser de telles recombinases chimeriques afin 
de realiser avec succes la mutagenese somatique 
20 conditionnelle chez des Vertebres (notamment la souris) 
qui produisent des cestrogenes, il etait necessaire de 
creer des recombinases qui ne soient pas activees par 
les cestrogenes presents chez 1' animal, sans quoi le 
controle temporel de la recombinaison des genes cibles 
25 ne pourrait etre obtenu. Ainsi, des mutations ont ete 
introduites dans le LBD de ERa, et il a ete montre, 
dans des cellules en culture, que la recombinase 
chimerique Cre-ER T ne repond plus aux cestrogenes 
naturels, bien qu' etant activee efficacement par des 
30 antioestrogenes tels que le 4-hydroxytamoxif ene (OHT) 
(Feil et al . , 1996) . 



La faisabilite de la recombinaison somatique site- 
specif ique activee par un ligand anti-oestrogenique a 
ainsi ete demontree pour des sequences d' ADN 
« Reporter », chez la souris, et notamment dans 
dif f erentes lignees de sour is transgeniques qui 
expriment la proteine de fusion Cre-ER T activee par le 
Tamoxifene (Tarn) (Feil et al. , 1996; Brocard et al . , 
1997; Indra et al . , 1999). La faisabilite de la 
recombinaison site-specif ique activee par un ligand 
pour un gene present dans son environnement 
chromatinien naturel a ete demontree cbez la souris par 
Schwenk et al. (1998). Schwenk et al . ont ainsi realise 
la deletion inductible par injection de Tamoxifene d'un 
gene poip dans les cellules B, en utilisant une souris 
exprimant specif iquement dans les lymphocytes B, une 
proteine de fusion entre la recombinase Cre et le 
domaine de liaison au ligand du recepteur nucleaire aux 
oestrogenes humain mute. Cependant, la technologie 
developpee par Schwenk et al. ne permet pas d'obtenir 
une ef f icacite satisf aisante de recombinaison site- 
specifique controlee de maniere spatio-temporelle dans 
les cellules exprimant la proteine de fusion, car 
1 1 eff icacite varie entre quelques pourcents et 80%, 
malgre 1' utilisation de fortes doses d'OHT (cinq 
injections de 8mg) . Par ailleurs, les resultats 
presentes par Schwenk et al . montrent qu'en 1 T absence 
de ligand synthetique, l f activite de la proteine de 
fusion utilisee peut etre induite par des ligands 
naturels generant un "bruit de fond" residuel non 
negligeable pouvant etre mis en evidence par PCR. 

Jusqu'a present, la possibility de realiser la 
recombinaison somatique site-specif ique, activee par un 



6 



ligand, de sequence (s) d'ADN chromosomique, dans leur 
environnement chromatinien naturel, n'a done jamais pu 
etre raise en ceuvre de fagon satisf aisante chez 
1' animal, notamment la souris, e'est-a-dire avec une 
5 tres grande efficacite en presence de ligand 
synthetique et avec un "bruit de fond" negligeable, 
voire nul en son absence. 

Comme le souligne Schwenk et al . dans la 
discussion de leur article, il existe un reel besoin de 
10 developper des animaux transgeniques dans les cellules 
desquels la recombinaison site-specif ique pourrait etre 
induite de maniere spatio-temporelle avec une 
efficacite voisine de 100% en presence de ligand 
synthetique, et qui ne surviendrait dans aucune cellule 
15 en absence de ligand synthetique et/ou en presence de 
ligand naturel. 

Par ailleurs, il existe egalement un besoin de 
developper des recombinases chimeriques de sensibilite 
accrue au ligand synthetique, afin d'eviter d'injecter 
20 aux animaux des doses massives de ligand synthetique 
susceptibles de provoquer chez ces animaux non 
seulement des souffrances inj ustif iees, mais aussi 
d'affecter le metabolisme general de 1' animal, ce qui 
fausserait les etudes physiologiques et 

25 comportementales ulterieures. 

De maniere inattendue, les inventeurs ont resolu 
les problemes precedemment evoques, jusqu'alors non 
solutionnes, en combinant la selection de nouvelles 
mutations dans le domaine de liaison au ligand du 
30 recepteur nucleaire des oestrogenes humains, la 
selection d'une region charniere adequate entre les 
deux domaines de la recombinase chimerique, et la 



selection de promoteurs adequats pour diriger 
l 1 expression de la recombinase chimerique dans un tissu 
donne . 

La presente invention porte done sur un organisme 
metazoaire, a 1' exception de 1'homme, caracterise en ce 
qu' au moins une cellule dudit organisme comprend au 
mo ins : 

(i) une proteine de fusion comprenant 

sequentiellement : 

- une proteine recombinase; 

- une region charniere d'au moins 15 acides 
amines; 

- un polypeptide comprenant le domaine de liaison 
du ligand du recepteur nucleaire des cestrogenes 
humains, ou du recepteur nucleaire des cestrogenes 
des vertebres, et leurs variants naturels ou l'un 
de leurs fragments ; ledit polypeptide presentant 
au moins une mutation par rapport a la forme 
sauvage desdits domaines de liaison du ligand, ou 
de leurs variants naturels, ou de leurs fragments, 
et ladite proteine de fusion ayant une activite 
recombinase negligeable, voire nulle, en presence 
de ligand naturel, tel par exemple 1' oestradiol, 
et une activite recombinase induite par de faible 
quantite de ligand synthetique dote d f activite 
anti-cestrogenique, tel par exemple le Tarn et 
l'OHT ; 

(ii) une ou des sequence (s) d'ADN genique ou inter- 
genique d' interet appartenant naturellement au 
genome dudit organisme dans laquelle (lesquelles) 
est (sont) insere (s) un ou plusieurs site (s) de 
reconnaissance de ladite proteine recombinase, la 
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ou lesdites sequence (s) d'ADN d' interet etant 
localisee(s) dans l'un ou plusieurs des 
chromosomes du genome de ladite cellule. 
Par «organisme metazoaire», on entend designer 
tout organisme animal, a 1' exception de l'homme, 
constitue par plusieurs cellules. Selon un mode prefere 
de realisation, il s'agit d' un vertebre, tel par 
exemple un mammif ere, un oiseau, un poisson. De maniere 
preferee, il s'agit d' un mammifere, tel par exemple un 
bovin, un porcin, un caprin, un ovin, un equide, un 
rongeur. Selon un mode encore plus prefere, il s'agit 
d'un rongeur, tel la souris ou le rat. 

Par «proteine recombinase», on entend designer les 
recombinases de la famille des integrases qui 
catalysent 1' excision, 1' insertion, 1' inversion ou la 
translocation de fragments d'ADN au niveau de sites 
specifiques de reconnaissance desdites recombinases 
(Sternberg et a 1 . , 1986; Sauer, et al . , 1990; Barbonis 
et al., 1993; Kilby et al . , 1993; Sauer, 1994; Denisen 
et al., 1995). Ces recombinases sont actives dans les 
cellules animales (Sauer, 1994) . 

La proteine recombinase de 1' invention est 
selectionnee de preference dans le groupe des 
recombinases sites-specif iques compose de la 
recombinase Cre du bacteriophage PI, la recombinase FLP 
de Saccharomyces cerevisiae, la recombinase R de pSRl 
de Zygosaccharomyces rouxii, la recombinase A de pKDl 
de Kluyveromyces drosophilarium, la recombinase A de 
pKWl de Kluyveromyces waltii, 1' ihtegrase X Int, la 
recombinase du systeme de recombinaison GIN du phage 
Mu, de la recombinase bacterienne P (Diaz et al . , 1999) 
ou une variante de celles-ci. 



La recombinase Cre («cyclization recombination») 
qui est une integrase de 38 KDa du bacteriophage PI 
catalyse, en 1' absence de cofacteurs, la recombinaison 
entre deux sequences d'ADN de 34 paires de bases 
appelees « site loxP » (Sauer et al., 1990). La 
position sur une ou plusieurs molecules d'ADN, et 
1' orientation de sites loxP l'un par rapport a 1' autre, 
determinent le type de fonction de la recombinase Cre : 
excision, insertion, inversion ou translocation. Ainsi 
1' activite recombinase de Cre est une inversion, 
lorsque deux sites loxP sont tete-beche sur un meme 
fragment d'ADN et une excision, lorsque les sites loxP 
sont en repetition directe sur un meme fragment d'ADN. 
L' activite de la recombinase est une insertion 
lorsqu'un site loxP est present sur un fragment d'ADN, 
une molecule d'ADN telle qu' un plasmide contenant un 
site loxP pouvant etre inseree au niveau dudit site 
loxP. La recombinase Cre peut egalement induire une 
translocation entre deux chromosomes a condition qu'un 
site loxP soit present sur chacun d'eux (Babinet, 
1995) . De maniere plus generale, la recombinase Cre est 
done capable de catalyser la recombinaison entre une ou 
plusieurs molecules d'ADN dif ferentes, a condition 
qu'elles soient porteuses de sites loxP. 

La recombinase FLP du systeme FLP/FRT est une 
recombinase de 43 KDa de Saccharomyces cerevisiae 
capable du meme type d' action que la recombinase Cre 
sur des fragments d'ADN encadres par des sites de 
reconnaissance FRT (Kilby et al . , 1993). 

De maniere preferee, la recombinase selon 
1' invention est la recombinase Cre du bacteriophage PI 
et ses variants naturels ou synthetiques, et lesdits 
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sites de reconnaissance specifiques de ladite 
recombinase Cre SO nt choisis de preference dans le 
groupe compose des sequences Lox P, Lox 66, Lox 71, Lox 
511, Lox 512, Lox 514. 

Par « variant de la proteine recombinase », on 
entend designer 1' ensemble des recombinases sauvages ou 
leurs fragments pouvant exister naturellement et qui 
correspond notamment a des troncatures, substitutions 
deletions et/ou additions de residus d'acides amines' 
Ces recombinases et leurs fragments sont de preference 
xssus du polymorphisme genetique de la population. Par 
« fragment de recombinase », on entend designer toute 
partxe de recombinase presentant au moins une activite 
recombinase. Par variant de la proteine recombinase on 
15 entend egalement designer l es variants synthetiques 
pour lesquels les modifications precedentes ne sont pas 
presentes naturellement, mais ont ete introduites 
artif lcl ellement, par ingenierie genetique par exemple 
MnS1 ' 165 recombinases issues de fusion chimerique 
20 constituent-elles des variants synthetiques selon 
1' invention. De telles recombinases ont ete decrites 
par exemple dans Shaikh et Sadowski (2000) . 

Ladite region charniere selon 1' invention comprend 
la region charniere D du recepteur nucleaire des 
25 oestrogenes, de preference du recepteur nucleaire humain 
a des CBstrogenes, ou l'un de ses fragments. 

La region charniere D (region 263 a 301 de la 
sequence SEQ ID N° 2) est une region situee entre la 
region C du ER qui contient le domaine de liaison a 
30 1'ADN (region 180-262 de la sequence SEQ ID N° 2) et le 
domaine de liaison du ligand (region 302 a 552 de la 
sequence SEQ ID N° 2) . 
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De preference cette region charniere comporte 
sequentiellement au moins (i) deux acides amines 
correspond a 1' introduction de site de restriction, de 
«linker», ou d' adaptateur , necessaires au clonage du 
gene de fusion, et (ii) un fragment de la region 
charniere D du recepteur nucleaire humain a des 
cestrogenes, correspondant aux acides amines 282 a 301 
de la sequence SEQ ID N°2. De maniere preferee, ledit 
site de restriction est un site Xhol et les deux acides 
amines correspondants sont la leucine et la glutamine. 

La region charniere selon 1' invention a une taille 
d'au moins 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 100, 150, 200, 250, 292 
acides amines. Selon un mode prefere de realisation, 
ladite region charniere comporte au moins 15 acides 
amines et au plus 54 acides amines. De maniere encore 
plus preferee, la region charniere comporte 23 acides 
amines. La largeur de la region charniere influence la 
regulation par le ligand de 1'activite recombinase. 

La region charniere selon 1' invention peut etre 
constitute par un peptide f onctionnellement equivalent 
a ladite region charniere D. 

Les recepteurs des cestrogenes (ER) sont des 
proteines regulatrices de transcription de genes qui 
medient 1' action des cestrogenes dans les cellules 
cibles. Les ER appartiennent a la superfamille des 
recepteurs nucleaires qui presentent une structure 
modulaire commune: (i) une region A/B N-terminale 
variable contenant 1'activite de transactivation 
constitutive AF-1, (ii) un domaine central C de liaison 
a l'ADN (DBD pour « DNA-Binding Domain ») hautement 
conserve entre les differentes especes et permettant la 
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liaison du recepteur a son element de reponse ADN 
specifique, (lii) et un domaine de liaison du ligand 
(LED), localise dans la region C-terminale du ER (pour 
les articles de synthese et references voir Evans, 
1988 ; Beato et al., 1989 ; Gronemeyer, 1991 ; Green 
and Chambon, 1998; Parker, 1993; Simons, 1994). 

Les recepteurs nucleates des cestrogenes selon 
1' invention sont choisis pa rmi les recepteurs 
nucleates des cestrogenes humains, et parmi ies 
recepteurs nucleates des .strogenes des vertebres tels 
Par exemple les differentes especes de primates, les 
bovins, les porcins, les ovins, l' es caprins, les 
felins, les canides, l es equides, les oiseaux, les 
poissons, les rongeurs, notamment le rat et la souris 
15 Selon un mode prefere de realisation, 1'organisme 

d'or.gine du recepteur des cestrogenes selon 1' invention 
est caracterise en ce que ledit domaine de liaison du 
ligand (LED) de recepteur nucleaire des cestrogenes, ou 
ses variants naturels, ou 1'un de leurs fragments, est 
20 humain et est choisi parmi l es LED des recepteurs 
nucleaires des cestrogenes humains a et J3 (ERa et ERJ3) 
Selon un mode encore prefere, il s'agit du LED du 
recepteur nucleaire des cestrogenes humains a 
correspondant aux acides amines 302 a 552, ou ses 
25 variants naturels, ou 1'un de leurs fragments. 

Par « variant naturel », on entend designer 
1' ensemble des LED des recepteurs nucleaires des 
cestrogenes ou leurs fragments pouvant exister 
naturellement, en particulier chez 1'etre humain, et 
30 correspondant notamment a des troncatures, 
substitutions, deletions et/ou additions de residus 
d' acides amines. Ces variants naturels, sont issus en 
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general du polymorphisme genetique de la population, et 
ont une activite qui n' est pas substantiellement 
modifiee par rapport au recepteur sauvage. 

II est egalement compris dans la portee de 
1' invention, les polypeptides homologues aux LBD des 
recepteurs nucleaires des oestrogenes sauvages, ou a 
leurs variants, ou a l'un de leurs fragments, et qui 
presentent certaines modifications en particulier une 
deletion, addition, substitution d' au moins un acide 
amine, une troncature, un allongement et/ou une fusion 

chimerique. , 

Par « fragment de recepteur nucleaire », on entend 
designer toute partie des LBD recepteurs nucleaires des 
oestrogenes presentant au moins 1' activite LBD. 

Ladite proteine de fusion selon 1' invention est 
done de preference Cre-ER et comprend la proteine 
recombinase Cre, a laquelle est fusionnee une partie de 
la region charniere D et le LBD (acides amines 282 a 
595 de la sequence SEQ ID N° 2) du recepteur nucleaire 
des oestrogenes humain a mute (SEQ ID N° 2) . La proteine 
de fusion selon 1' invention comprend au moins la partie 
du recepteur nucleaire aux oestrogenes ayant une 
activite de liaison du ligand. 

Ledit LBD du recepteur nucleaire, ou l'un de ses 
fragments present e au moins une mutation. Cette 
mutation est de preference choisie dans le groupe : 

mutation (G521R) glycine vers arginine en position 
521 de la sequence SEQ ID N° 2 ou d' un variant naturel 
de cette sequence; 
30 - mutation (G400V) glycine vers valine en position 
400 de la sequence SEQ ID N° 2 ou d' un variant naturel 
de cette sequence; 
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mutation (methionine-leucine) vers (alanine- 
alanine) situee en position 543-544 (mutation 
M543A/L544A) de la sequence SEQ ID N° 2 ou d' un variant 
naturel de cette sequence. 

Par « mutation », on entend designer n' importe 
quels changements intervenus dans la sequence du 
recepteur nucleaire des oestrogenes, et notamment du 
recepteur nucleaire humain a des oestrogenes, autres que 
ceux presents dans ses variants naturels, et/ou dans 
ses homologues humains ou vertebres, et qui modifient 
de fagon substantielle l'activite ,de la proteine 
recombinase fusionnee audit recepteur ou audit domaine 
de liaison du ligand, en reponse a la liaison d'un 
ligand synthetique dote d'activite anti-oestrogenique . 
15 Parmi les mutations susceptibles d'etre 

introduites dans le LBD du recepteur nucleaire des 
oestrogenes, il convient de citer, les mutations 
ponctuelles, les deletions, les insertions, les 
substitutions. Toutefois, il convient de selectionner 
20 uniquement les mutations introduites dans le LBD des 
recepteurs nucleaires aux oestrogenes qui permettent une 
induction de l'activite de la recombinase Cre fusionnee 
audit recepteur par un ligand synthetique a faible 
concentration, tout en evitant au mieux que les ligands 
25 naturels de ce recepteur presents naturellement dans 
l'organisme metazoaire n' induisent une activite basale. 
De meme, il conviendra de selectionner les mutations 
qui ne conferent pas d'activite a la recombinase Cre 
fusionnee audit recepteur en absence de ligand. 

La mutation G521R constitue une mutation LBD du ER 
selon 1' invention. Cette mutation est similaire a la 
mutation G525R introduite dans le LBD du ER de la 
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souris (mER) qui reduit l'af finite pour le ligand 
naturel, l'oestradiol, d' environ 1000 fois, sans alterer 
la liaison du ligand synthetique, le 4- 
hydroxyTamoxifene (OHT) (Danielan et al . , 1993). Ainsi, 
les inventeurs ont montre que 1' activite recombinase de 
la proteine de fusion Cre-ER T (T = pour inductible au 
Tamoxifene) qui porte la mutation G521R et l'acide 
amine glycine en position 400, appelee Cre-ER(GR) dans 
1' article de Feil et al., 1991, est dependante de 
1' addition d'OHT ou de Tarn dans le milieu de culture de 
cellules transfectees . Par contre, , aucune activite 
recombinase n'est observee en presence d'OHT lorsque la 
proteine de fusion porte la mutation G521R et la 
mutation G400V (mutant appele Cre-ER(VR) dans Feil et 

al. f (1997) ) . 

Les inventeurs ont egalement cree la proteine de 
fusion, correspondant au triple mutant 

G400V/M543A/L544A appele Cre-ER T2 (Feil et al . , 1997). 
Cette proteine de fusion presente une activite 
recombinase dans des cellules en culture induite par 
1' anti-oestrogene Tarn ou OHT, mais pas par le ligand 
naturel cestradiol; par ailleurs , 1' activite maximale 
de Cre-ER T2 est induite pour des doses de Tarn ou OHT 

T 

infer ieures a celles necessaires pour activer Cre-ER . 

T2 

Cette sensibilite accrue au Tarn ou OHT de Cre-ER par 
rapport a Cre-ER T a ete verifiee chez des souris 
transgeniques exprimant les recombinases chimeriques 
selectivement dans la couche basale de l f epiderme, sous 
le controle du promoteur de la cytokeratine 5 (Indra et 
al. r 1999). Les inventeurs ont observe que la 
translocation de Cre-ER T2 du cytoplasme dans le noyau, 
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ainsi que 1' excision de sequences d'ADN encadrees de 
sites loxP d'un gene «rapporter» sont induites a des 
doses environ dix fois inferieures a celles necessaires 
pour Cre-ER T . 

5 Dans le but d'augmenter encore la sensibilite de 

la recombinase chimerique Cre-ER T2 au tamoxifen, les 
inventeurs ont remplace dans Cre-ER T2 l a valine en 
position 400 p ar une glycine. Cette nouvelle proteine 
de fusion qui correspond au double mutant M543A/L544A 
10 appele Cre-ER T3 presente une sensibilite accrue au 
ligand synthetique anti-oestrogenique tel que le Tam et 
I'OHT, sans que l'activite recombinase de cette 
proteine soit induite par le ligand naturel oestradiol. 
Les inventeurs ont ainsi montre que pour des doses 
15 de Tam injectees 10 fois inferieures, l'activite 
recombinase dans les cellules d'une souris transgenic^ 
Cre-ER T3 est superieure a celle d'une souris Cre-ER T2 
(voir exemple 5) . 

Selon un mode prefere de realisation, la proteine 
20 de fusion selon 1' invention est Cre-ER T2 dont le LED du 
ER presente la mutation G400V/M543A/L544A. Selon un 
autre mode prefere de realisation, la proteine de 
fusion est Cre-ER T3 , dont le LED du ER presente la 
mutation M543A/L544A. 

C'est done un des objets de la presente invention 
de fournir une proteine de fusion Cre-ER, qui presente 
des mutations, dans le LBD du ERa humain de preference 
choisies parmi les mutations G521R, G400V, M543A, et 
L544A, dont l'activite recombinase n'est pas induite 
par les ligands naturels, et est fortement induite par 
de faible quantite de ligand synthetique anti- 
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oestrogenique. De preference, cette proteine de fusion 
est Cre-ER T , Cre-ER T2 , Cre-ER T3 . La presente invention 
concerne egalement ledit gene de fusion codant pour 
ladite proteine, ledit vecteur d' expression de ladite 
5 proteine, ainsi que la cellule note correspondant, et 
1' animal transgenique correspondant, qui exprime ladite 
proteine de fusion dans un type cellulaire particulier, 
de preference, l'epiderme, le foie ou le tissu adipeux. 
La proteine de fusion Cre-ER de la presente 
10 invention comprend done tout ou partie d' un recepteur 
nucleaire des cestrogenes et une proteine recombinase 
dont l'activite est inductible beaucoup plus fortement 
par liaison dudit recepteur ou dudit domaine de liaison 
du ligand (LBD) dudit recepteur avec un dit anti- 
cestrogene qu' avec un ligand naturel. Ladite proteine de 
fusion Cre-ER permet de realiser une recombinaison 
entre des sites loxP, dans une cellule de l'organisme 
de 1' invention, suite a un traitement par un anti- 
cestrogene. En 1' absence de traitement, ou en presence 
de concentrations de ligands tels les cestrogenes 
naturels allant jusqu'a 10" 6 M, aucune excision n' est 
observee. Ce systeme permet done de liberer l'activite 
recombinase de la proteine chimerique a un moment donne 
et choisi. Ladite proteine de fusion Cre-ER peut etre 
exprimee dans des cellules contenant des sites loxP, 
sans modifier le locus contenant les sites loxP. La 
recombinaison au niveau des sites loxP a lieu 
uniquement apres traitement avec un anti-cestrogene tel 
que le Tarn ou l'OHT. De plus en exprimant ladite 
proteine de fusion Cre-ER dans un organisme selon 
1' invention, de preference un animal, sous le controle 
d'un promoteur a specif icite cellulaire, on peut 
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obtenir une recombinaison entre des sites loxP, 
specif iquement dans ces cellules. 

Par « ligand synthetique », on entend designer 
tout type de compose susceptible de se lier au 
5 recepteur nucleaire des oestrogenes, et presenter des 
activites agonistes et/ou antagonistes, en fonction de 
l'espece, du tissu ou du type cellulaire. De 
preference, et sans caractere limitatif, l e ligand 
synthetique selon 1' invention est dote d'activite anti- 

10 oestrogenique, de preference il s'agit de 1' agent 
therapeutique antioestrogenique Tamoxifene (Tarn), mais 
egalement de son metabolite le 4-hydroxyTamoxif ene 
(OHT) . Les antiosstrogenes ICI 164 384 et ICI 182 780 
sont egalement des ligands synthetiques selon 

15 1' invention. 

La presente invention fournit done un organisme 
metazoaire transgenique et plus particulierement un 
animal transgenique, et notamment une souris 
transgenique : (i) dont au moins une cellule contient 
20 une ou plusieurs sequences d'ADN chromosomiques qui 
sont presentes dans leur contexte chromatinien naturel 
et sont encadrees de sites loxP (floxees) ; (ii) qui 
exprime de preference une recombinase Cre chimerique de 
maniere tissu-specif ique dans un ou plusieurs type(s) 
25 cellulaire (s) de 1' organisme (iii) dont l'activite de 
la recombinase Cre chimerique est negligeable, voire 
nulle en presence d'eestrogene; (iv) dont l'activite de 
la recombinase chimerique est activee par des 
concentrations faibles d'un anti-cestrogene (de 0,001 a 
30 1 mg de Tamoxif ene/souris/j our, pendant cinq jours); 
(v) et enfin dont la recombinase Cre est capable de 
catalyser avec une efficacite voisine de 100% la 
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recombinaison somatique ciblee site-specif ique dans le 
noyau, dans un environnement chromatinien naturel de la 
ou des sequence (s) d'ADN floxee(s). 

Les doses de ligand synthetique injectees dans 
5 l'organisme metazoaire selon 1' invention sont faibles. 
Par f aible, on entend designer des quant it es 
infer ieures ou egales a 4 mg/ sour is adulte/ jour, de 
preference inferieures ou egales a 2 mg/souris 
adulte/jour, de maniere preferee inferieure ou egale a 
10 1 mg/souris adulte/jour. Selon un mode encore plus 
prefere, cette quantite peut etre inferieure ou egale a 
0,5 mg, 0,25 mg, 0,10 mg, 0, 075 mg, 0,05 mg, 0, 025 mg, 
0,001 mg par souris adulte et par jour. 

II est bien entendu, qu'un homme du metier sera a 
15 meme d' adapter ces quantites, en fonction de 
l f organisme, de son poids et de son age, 

L' ef f icacite de la recombinaison somatique ciblee 
est estimee par les techniques connues de 1' homme du 
metier. Cette efficacite est estimee par la frequence 
20 des evenements de recombinaison catalysee par ladite 
recombinase . Ces evenements peuvent etre mis en 
evidence par PCR ou par Southern Blotting; la frequence 
de recombinaison etant estimee en faisant le rapport de 
la representation des differentes alleles dans les 
25 cellules d'un tissu. Les frequences des differentes 
alleles peuvent etre estimees en effectuant le dosage 
de l'intensite des bandes correspondantes sur un gel 
electrophorese de produit d' amplification PCR ou d'ADN 
genomique (Southern Blotting) . 
30 L' utilisation de la PCR rend cette methode 

d' estimation extremement sensible et permet de detecter 
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la presence de cellules de I'organis.e dont le genome 
n a pas subi de recombinaison site-specif ique ciblee 

Une autre maniere d' estimer l'efficacite de la 
recombinaison peut etr<= 1-0=1 -i^a • • 
c . P etre reallsee mdirectement par 

5 immunohistochimie, en analvc^t- t~ 

f en anaiysant 1' expression de la 

sequence genique a inactiver par exemple. 

Selon un mode prefere de realisation, ladite 
proteine de fusion est codee par un gene de fusion 
integre dans un ou plusieurs des chromosomes de ladite 
10 cellule dudit organisme. Selon un autre mode de 
realisation, la proteine de fusion est codee par un 
gene de fusion integre dans un vecteur d' expression. Le 
gene de fusion selon 1' invention est introduit dans la 
cellule sous la forme d'un vecteur d' expression ou d'un 
15 de ses fragments. Par vecteur, on entendra designer une 
sequence nucleotidique capable de s ' auto-repliquer et 
susceptible d'etre amplifiee de maniere extra- 
chromosomique. Le vecteur peut etre en particulier un 
ADN plasmidique bacterien, un cosmide, de 1 ' ADN de 
20 phage, de ADN viral, ou un mini -chromosome (BAG, 
YAC , . . . ) un tel vecteur peut etre integratif, c'est-a- 
dire s'integrer dans l e genome de la cellule bote ou 
exxster a 1'etat de replicon extra-chromosomique 
„ L ° rSqU,il 6Xiste -us la forme d'un replicon extra- 
25 chromosomique, le vecteur d' expression est capable de 
se repliquer de maniere autonome. Lorsqu'il s'agit d'un 
fragment d'un vecteur d' expression, de preference ce 
fragment s' integre dans l e gen ome cellulaire. Le 
vecteur d' expression ou un de ses fragments comporte au 
m ° inS 1S g ' ne de fUsion et un promoteur ou elements 
d' expression permettant de diriger et de controler 
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1' expression de ladite proteine de fusion dans au moins 
une cellule du dit organisme. 

Le vecteur d' expression comporte en outre des 
signaux d' initiation et de terminaison de la 
5 transcription, ainsi que des regions appropriees de 
regulation de la transcription. Ces differents signaux 
de controle sont choisis en fonction de l'hdte 
cellulaire utilise. 

Par elements controlant 1' expression, on entend 
10 designer toutes les sequences d'ADN impliquees dans la 
regulation de 1' expression genique, . c' est-a-dire la 
sequence promotrice minimale, les sequences amonts, les 
sequences activatrices (« enhancers ») , eventuellement 
les sequences inhibitrices (« silencers ») , les 
15 sequences « insulator ». 

De preference, le gene de fusion est place sous le 
controle d' elements d' expression tissus-specif iques ou 
cellules-specif iques ou ubiquitaires . 

Les elements d' expression tissus-specif iques ou 
promoteurs tissus-specif iques sont choisis parmi les 
promoteurs qui permettent d'obtenir une expression 
specifique, et de preference forte, dans une ou 
plusieurs cellule (s), tissu(s), type(s) cellulaire (s) , 
ou organe(s) de l'organisme selon 1' invention. Ces 
promoteurs peuvent etre ou non heterologues a 
l'organisme et etre naturellement presents ou non dans 
le genome de l'organisme. A titre d' exemple non 
limitatif de promoteurs tissus-specif iques , on peut 
citer les promoteurs des genes : 

- de la cytokeratine, et plus particulierement de la 
cytokeratine 5 (K5) et de la cytokeratine 14 (K14) , 
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qui dirige 1' expression du gene dans les 
keratinocytes de l'epiderme; 

- de l'a-l-antitrypsine qui dirige 1' expression du gene 
dans les hepatocytes ; 
5 - de la proteine adipose 2 (aP2) qui dirige 
1' expression du gene dans les adipocytes. 

Selon un mode prefere de realisation, ledit 
organisme est caracterise en ce que ledit promoteur est 
le promoteur de la cytokeratine 5 (K5) et ledit gene de 
10 fusion Cre-ER T . 

Selon un second mode prefere de realisation, ledit 
organisme est caracterise en ce que ledit promoteur est 
le promoteur de la cytokeratine 5 (K5) et ledit gene de 
fusion Cre-ER T2 . 
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Selon un troisieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
promoteur est le promoteur de la cytokeratine 5 (K5) et 
ledit gene de fusion Cre-ER T3 . 

Selon un quatrieme mode prefere de realisation, 
20 ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
promoteur est le promoteur de la cytokeratine 14 (K14) 
et ledit gene de fusion Cre-ER T . 

Selon un cinquieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
25 promoteur est le promoteur de la cytokeratine 14 (K14) 
et ledit gene de fusion Cre-ER T2 . 

Selon un sixieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
promoteur est le promoteur de la cytokeratine 14 (K14) 
30 et ledit gene de fusion Cre-ER T3 . 
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Selon un septieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
promoteur est le promoteur de 1 ' a-l-antitrypsine et 
ledit gene de fusion Cre-ER T . 

Selon un huitieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
promoteur est le promoteur de 1 1 a-l-antitrypsine et 

T2 

ledit gene de fusion Cre-ER . 

Selon un neuvieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en. ce que ledit 
promoteur est le promoteur de 1 1 a-l-antitrypsine et 

T3 

ledit gene de fusion Cre-ER . 

Selon un dixieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
15 promoteur est le promoteur de la proteine adipose 2 
(aP2) et ledit gene de fusion Cre-ER T . 

Selon un onzieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
promoteur est le promoteur de la proteine adipose 2 
20 (aP2) et ledit gene de fusion Cre-ER T2 . 

Selon un douzieme mode prefere de realisation, 
ledit organisme est caracterise en ce que ledit 
promoteur est le promoteur de la proteine adipose 2 

T3 

(aP2) et ledit gene de fusion Cre-ER . 
25 Selon un premier mode de realisation, 1' organisme 

selon 1 T invention est caracterise en ce que ledit gene 
de fusion est de sequence SEQ ID N° 3 et code pour la 
proteine Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4. 

Selon un second mode de realisation, 1 T organisme 
selon 1' invention est caracterise en ce que ledit gene 
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de fusion code de sequence SEQ ID N° 5 pour la proteine 
de fusion Cre-ER T2 de sequence SEQ ID N° 6. 

Selon un troisieme mode de realisation, 
l'organisme selon l f invention est caracterise en ce que 
5 ledit gene de fusion code de sequence SEQ ID N° 7 pour 
la proteine de fusion Cre-ER T3 de sequence SEQ ID N° 8. 

L' article de Metzger et Feil (1999) donne a titre 
d'exemple non limitatif (cf. tableau page 471) une 
liste de promoteurs tissus-specif iques susceptibles 
10 d'etre utilises pour diriger 1' expression de la 
proteine Cre dans differents tissus. 

Les promoteurs tissus-specif iques sont d'une 
maniere plus generale choisis parmi ceux qui dirigent 
1' expression d'une proteine de fusion dans un systeme 
15 physiologique, un organe, un tissu, un type cellulaire, 
ou une cellule particuliere, parmi lesquels il convient 
de citer de maniere non exhaustive le systeme nerveux 
en general, et notamment le cerveau, le cervelet, les 
neurones, les motoneurones, les cellules gliales, les 
20 cellules de Schwann, l'hypophyse, 1' hypothalamus, la 
glande pituitaire, l'hippocampe et le cortex, le cceur, 
les cardiomyocytes ventriculaires et les cardiomyocytes 
auriculaires, les poumons, les os, les yeux et plus 
particulierement la retine et le cristallin, la peau et 
25 plus particulierement le derme et l'epiderme, les 
muscles, et plus particulierement les muscles 
squelettiques, le muscle cardiaque, les muscles lisses, 
la glande mammaire, les gonades et plus 
particulierement les testicules, les ovaires, les 
30 cellules germinales, les ovocytes, les ovogonies, les 
spermatozoides, les spermatogonies et les 

spermatocytes, le rein, le foie et notamment les 
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hepatocytes, la rate, le pancreas et notamment les 
cellules de Langerhans et les cellules (3, la langue, 
l'cesophage, le tissu adipeux, les cellules 
endotheliales . 

5 Les elements d' expression ubiquitaire ou 

promoteurs ubiquitaires sont choisis parmi les 
promoteurs qui permettent d' obtenir une expression, de 
preference forte, dans 1' ensemble, ou pour le moins 
dans une grande proportion d'organes, ou de tissus de 
10 l'organisme selon 1' invention. Ces promoteurs peuvent 
etre heterologues ou non a l'organisme selon 
1' invention. A titre d' exemple non limitatif de 
promoteurs ubiquitaires, on peut citer le promoteur du 
cytomegalovirus (CMV) (Schmidt et al . , 1990) et le 
15 promoteur inductible par 1' interferon (Mxl) (Hug et 
al., 1998 ; Arnheiter et al., 1990). En outre, les 
elements d' expression, ou promoteurs selon 1' invention, 
peuvent assurer un controle constitutif ou inductible 
de 1' expression du gene de fusion. Parmi les elements 
20 assurant une expression inductible, il convient de 
citer les promoteurs eucaryotiques inductibles par les 
metaux lourds (Mayo et al . , 1982 ; Brinster et al. , 
1982 ; Seark et al . , 1985), par un choc thermique 
(Nover et al . , 1991), par les hormones (Lee et al., 
25 1981 ; Hynes et al . , 1981 ; Klock et al., 1987 ; Israel 
et al., 1989), par 1' interferon (Hug et al . , 1998 ; 
Arnheiter et al., 1990). II convient egalement de citer 
les elements d' expression procaryotiques inductibles 
tels que le systeme represseur Lac 

30 (LacR/operateur/inducteur) d' E . coli (Hu et al . , 1987 ; 
Brown et al . , 1987 ; Figge et al . , 1988 ; Deuschle et 



al., 1990 ; Labow et al . , 1990), le systeme de 
resistance a la tetracycline d'E. coli (Gossen et a J . , 
1992) (WO 94 04 672, EP 804 565) . 

Dans le cas oil 1 ' integration du gene de fusion est 
ciblee par recombinaison homologue dans le genome de 
l'organisme (« Knock-in ») , le gene de fusion peut etre 
depourvu de promoteurs ou d' elements d' expression et 
etre place sous le controle d'un promoteur ou 
d' elements d' expression endogenes. 

Les technologies de l'ADN recombinant utilisees 
pour la construction du vecteur d' expression selon 
1' invention sont celles connues et communement 
utilisees par les hommes de l'art. Les techniques 
standard sont utilisees pour le clonage, l'isolement de 
1' ADN, 1' amplification, et la purification ; les 
reactions enzymatiques impliquant l'ADN ligase, l'ADN 
polymerase, les endonucleases de restriction sont 
effectuees selon les recommandations du fabricant. Ces 
techniques et les autres sont generalement realisees 
selon Sambrook et al . (1989). 

Le vecteur selon 1' invention ou le fragment de 
vecteur peuvent etre introduits dans la cellule hote 
par des methodes standard telles que par exemple la 
micro-injection dans un pronucleus, la transfection par 
precipitation au phosphate de calcium, la lipofection, 
1' electroporation, le choc thermique. 

Le gene de fusion selon 1' invention comprend de 
preference dans le sens 5'-^ 3' : 

- un fragment d' ADN codant pour la recombinase Cre du 
bacteriophage PI ou l'un de ses variants ; 

- un fragment d' ADN d'au moins 45 nucleotides codant au 
moins soit pour tout ou partie de la region charniere 
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D d'un recepteur nucleaire des oestrogenes, region 

situee entre le domaine de liaison a l'ADN et le 

domaine de liaison du ligand, soit pour un peptide 

fonctionnellement equivalent a ladite region 

5 charniere D ; et 

- un fragment d'ADN codant pour le domaine de liaison 

du ligand (LBD) d'un recepteur nucleaire des 

oestrogenes ou de leurs variants, ledit fragment 

presentant au moins une mutation conferant au LBD la 

10 capacite de repondre aux anti-oestrogenes synthetiques 

mais non aux agonistes oestrogeniques naturels. 

* 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la proteine de fusion est directement introduite dans 
1' organisme, ou dans une cellule de 1' organisme, cette 

15 introduction pouvant se faire par injection dans un 
tissu ou un organe dans le cas d'un organisme, ou par 
micro-injection dans le cas d'une cellule. 

La sequence d'ADN d' interet selon 1' invention est 
un gene ou une sequence inter-genique . Selon un mode 

20 prefere de realisation de 1' invention, la sequence 
d'ADN d' interet est un gene, la fonction du gene 
pouvant etre connue ou inconnue . L' etude d'un organisme 
selon 1' invention presentant une modification d'un gene 
ou de tout autre region genomique de fonction inconnue 

25 permet de contribuer a la definition de la fonction de 
ce gene ou de cette region inter-genique, Tous les 
genes et regions inter-geniques d'un organisme 
metazoaire sont susceptibles d'etre utilises dans le 
cadre de la presente invention ; plus particulierement , 

30 il convient de citer les genes RXR a , RXRp, RXR Y , RAR a , 
RARp, RARy, SNF2p. Par sequence d'ADN d f interet 
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appartenant naturellement au genome duciit organisme, ou 
sequence d 1 ADN d'interet dans son environnement 
chromatinien naturel, on entend designer une sequence 
d 1 ADN endogene, tel un gene endogene, present dans le 
genome a son(ses) locus(loci) naturel(s). 

Selon un mode prefere de realisation de 
l 1 invention, l 1 organisme selon 1' invention est un 
animal, notamment une souris, caracterise en ce qu'au 
moins une des cellules de ladite souris comprend : 

un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 
Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ? ou Cre-ER T2 de 
sequence ID N° 6, ou Cre-ER T3 de sequence ID N° 8, 
ledit gene de fusion etant sous le controle du 
promoteur de la cytokeratine K5 ; 

une ou des sequences d' ADN chromosomique d' interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
encadree(s) de site lox (« floxees ») . 

Selon un second mode prefere de realisation de 
1 T invention, l 1 organisme selon 1' invention est 
caracterise en ce qu'au moins une des cellules de 
ladite souris comprend : 

un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 
Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ou Cre-ER T2 de 
sequence ID N° 6, ou Cre-ER T3 de sequence ID N° 8, 
ledit gene de fusion etant sous le controle du 
promoteur de la cytokeratine K14 ; 

une ou des sequences d' ADN chromosomique d'interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
encadree(s) de site lox (« floxees ») . 

Selon un troisieme mode prefere de realisation de 
1' invention, 1' organisme selon 1' invention est 
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caracterise en ce qu' au moins une des cellules de 
ladite souris comprend : 

un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 

T2 

Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ou Cre-ER de 
5 sequence ID N° 6, ou Cre-ER T3 de sequence ID N° 8, 

ledit gene de fusion etant sous le controle du 
promoteur de la proteine adipose 2 (aP2) ; 
une ou des sequences d'ADN chromosomique d' interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
10 encadree(s) de site lox (« floxees ») - 

Selon un quatrieme mode prefere de realisation de 
1 f invention, 1 1 organisme selon 1 ' invention est 
caracterise en ce qu'au moins une des cellules de 
ladite souris comprend : 
15 - un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 
Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ou Cre-ER T2 de 
sequence ID N° 6, ou Cre-ER T3 de sequence ID N° 8, 
ledit gene de fusion etant sous le controle du 
promoteur de 1' a-l-antitrypsine . 
20 - une ou des sequences d' ADN chromosomique d' interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
encadree(s) de site lox (« floxees ») . 

La presente invention concerne egalement des 
procedes de preparation d' un organisme metazoaire selon 

25 1' invention. 

Un premier procede de preparation consiste dans 

les etapes de : 

a) obtention d'une cellule souche embryonnaire (ES) 
modifiee par insertion de site(s) de 
30 reconnaissance de ladite proteine recombinase dans 

ladite (lesdites) sequence (s) d' ADN d' interet, 
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localisees dans un ou plusieurs chromosomes, par 
recombinaison homologue ; 

b) introduction de ladite cellule souche embryonnaire 
modifiee dans un embryon dudit organisme ; 

c) developpement dudit embryon jusqu' au stade d' un 
organisme adulte fertile ; 

d) croisement dudit organisme adulte fertile avec un 
organisme transgenique dont au moins une des 
cellules exprime ladite proteine de fusion et 
obtention des descendants issus dudit croisement ; 
et 

e) facultativement, selection, parmi lesdits 
descendants, dudit organisme metazoaire. 

Un second procede de preparation consiste dans les 
etapes de : 

a) Obtention d'une cellule somatique modifiee par 
insertion de site(s) de reconnaissance de ladite 
proteine recombinase dans ladite (lesdites) 
sequence (s) d'ADN d' interet localisee(s) dans un 
ou plusieurs chromosome (s) , par recombinaison 
homologue ; 

b) transfert du noyau de ladite cellule somatique 
modifiee dans le cytoplasme d'un oocyte receveur 
enuclee ; 

c) developpement de 1' embryon obtenu a l'etape b) 
jusqu'au stade d'un organisme adulte fertile ; 

d) croisement dudit organisme adulte fertile avec un 
organisme transgenique dont au moins une des 
cellules exprime la proteine de fusion et 
obtention des descendants issus dudit croisement ; 



e) f acultativement, selection, parmi les descendants 
dudit organisme metazoaire. 

Par transfert du noyau ou transfert nucleaire, au 
sens de la presente invention, on entend designer le 
transfert de noyau d'une cellule vivante donneuse de 
vertebre, d'un organisme adulte ou au stade foetal, dans 
le cytoplasme d'une cellule receveuse enucleee de la 
meme espece ou d'une espece differente, Le noyau 
transfere est reprogramme pour diriger le developpement 
des embryons clones qui peuvent ensuite etre trans feres 
dans des feme lies porteuses pour produire les foetus et 
les nouveau-nes, ou utilises pour produire des cellules 
de la masse cellulaire interne en culture. Differentes 
techniques de clonage nucleaire sont susceptibles 
d'etre utilisees ; parmi celles-ci, il convient de 
citer celles qui font l'objet des demandes de brevet 
WO 95 17500, WO 97 07668, WO 97 07669, WO 98 30683, 
WO 99 01163, WO 99 37143. 

Un troisieme procede de preparation consiste dans 
les etapes de : 

a) obtention d'une cellule souche embryonnaire (ES) 
modifiee par insertion de site(s) de 
reconnaissance de ladite proteine recombinase dans 
ladite (lesdites) sequence (s) d'ADN d'interet, 
localisee(s) dans un ou plusieurs chromosome (s) , 
par recombinaison homologue ; 

b) introduction de ladite cellule souche embryonnaire 
modifiee dans un embryon dudit organisme ; 

c) developpement dudit embryon ; et 

d) introduction de ladite proteine de fusion dans au 
moins une cellule dudit embryon ou de 1' organisme 
issu du developpement dudit embryon. 
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Un quatrieme procede de preparation consiste dans 
les etapes de : 

a) Obtention d'une cellule somatique modifiee par 
insertion de site(s) de reconnaissance de ladite 
proteine recombinase dans ladite (lesdites) 
sequence (s) d'ADN d' interet localisee(s) dans un 
ou plusieurs chromosome ( s ) , par recombinaison 
homologue ; 

b) transfert du noyau de ladite cellule somatique 
modifiee dans le cytoplasme d'un oocyte receveur 
enuclee ; 

c) developpement dudit embryon ; et 

d) introduction de ladite proteine de fusion dans au 
moins une cellule dudit embryon ou dudit organisme 

15 issu du developpement dudit embryon. 

L' insertion des sites de reconnaissance 
specifiques de la proteine recombinase, notamment du ou 
des sites loxP pour la recombinase Cre, dans la 
sequence d'ADN d' interet se fait de preference par 

20 recombinaison homologue du gene comportant ledit 
fragment d'ADN a exciser ou inverser (deux sites loxP) 
ou respectivement inserer ou transloquer (un site loxP) 
avec un dit gene modifie comportant ledit fragment 
d'ADN a exciser flanque en 5' et/ou 3' par le ou 
25 lesdits sites de reconnaissance de recombinase en 
fonction de 1 ' application desiree, notamment les sites 
loxP. 

Pour ce faire, le fragment d'ADN d' interet modifie 
peut etre integre par recombinaison homologue dans le 
30 genome des cellules dudit organisme avant, en meme 
temps, ou apres l'etape d' introduction de la proteine 
de fusion ou d'un vecteur de transfert, ou d' expression 
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de la proteine de fusion. De preference, le fragment 
d'ADN d' interet est introduit dans des cellules 
embryonnaires pluripotentes (cellules ES) par la 
technique appropriee, telle par exemple 

5 1' electroporation, ou 1' utilisation de vecteurs 
retroviraux, la precipitation au phosphate de calcium, 
la lipofection. 

Les constructions d'ADN destinees a la 
recombinaison homologue comprendront au moins une 

10 portion de la sequence d'ADN d' interet, notamment du 
gene ou de la sequence inter-genique * d' interet , dans 
laquelle se trouvera introduite la ou les modifications 
genetiques souhaitees, telle que 1' introduction d' au 
moins un site de reconnaissance de la recombinase, et 

15 qui inclura des regions d'homologie avec le locus 
cible. Pour une utilisation facilitee, on introduit des 
marqueurs de selection positif et/ou negatif (par 
exemple, le gene neo, conferant la resistance a 
1' antibiotique G418). Le marqueur de selection utilise 

20 pour permettre d' identifier les evenements de 
recombinaison homologue peut etre genant, et peut etre 
elimine, si necessaire, s'il est lui meme encadre de 
sites de reconnaissance de recombinase tels que des 
sites loxP (ou FRT) . Ceci permet d'obtenir des souris 

25 dont la seule modification au niveau du locus modifie 
est 1' insertion de sites de reconnaissance tels que 
loxP. 

Les organismes metazoaires obtenus par les 
procedes de preparation presentes ci-dessus peuvent 
30 ensuite etre traites avec un ligand synthetique dote 
d'activite anti-cestrogenique tel que le Tarn et 1 ' OHT . 
Dans les differents procedes et utilisations de 
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1' invention, la mise en presence desdites cellules 
dudit organisme avec ledit ligand synthetique se fait 
par administration par voie orale ou topique, ou par 
injection et notamment, par injection intraveineuse, 
intramusculaire, intrarachidienne, intracerebral, 
intraperitoneal. Dans le cas d'un embryon, d'un foetus 
ou d'un nouveau-ne avant le sevrage, le traitement avec 
le ligand synthetique pourra etre realise par 
administration a la mere. Lorsqu' il s'agit de cellules 
en culture derivees dudit organisme ledit ligand 
synthetique est de preference ajoute au milieu de 
culture, ou injecte dans ladite cellule. Ce traitement 
ou cette mise en presence permet d'inactiver ou de 
modifier un gene ou une sequence inter-genique 
15 d'interet a un moment determine (controle temporel) 
dans un tissu donne (controle spatial), et ainsi 
permettre d' etudier la fonction de ce gene ou de cette 
sequence a differents moments du developpement. Ceci 
est particulierement interessant pour 1' etude des genes 
20 qui sont indispensables au bon deroulement du 
developpement embryonnaire et dont 1 ' inactivation est 
letale a un stade precoce du developpement. 

La presente invention a done egalement pour objet 
de fournir un procede de recombinaison, notamment 
25 d ' excision, d' insertion, d' inversion, de translocation, 
conditionnelle au niveau de la sequence d'ADN d'interet 
dans laquelle est (sont) insere(s) un ou plusieurs sites 
de reconnaissance de ladite proteine recombinase, 
ladite sequence d'ADN d'interet etant localisee dans un 
30 ou plusieurs des chromosomes dudit genome de ladite 
cellule dudit organisme selon 1' invention, caracterise 
en ce qu' il comporte les etapes de : 
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(i) mise en presence d' au moins une cellule dudit 
organisme avec un ligand synthetique dote 
d'activite anti-oestrogenique ; 

(ii) induction de l'activite de la recombinase de 
5 ladite proteine de fusion par ledit ligand 

synthetique dote d'activite anti-oestrogenique. 
La presente invention fournit done un procede de 
deletion conditionnelle d'un fragment d'ADN dans lequel 
on met en ceuvre un procede d' excision selon 

10 1' invention, et dans lequel ledit ( lesdits) fragment (s) 
d'ADN a exciser est(sont) encadre(s) par deux sites de 
reconnaissance de proteine recombinase orientes en 
repetition directe. En particulier, ledit fragment 
d'ADN peut etre choisi de telle sorte que 1' excision 

15 dudit fragment d'ADN a pour effet, 1' inactivation dudit 
gene . 

La presente invention fournit egalement un procede 
d'obtention d' un organisme metazoaire a 1' exception de 
l'homme, dont au moins une cellule possede un allele 
20 d'un gene d' interet inactive par un procede de deletion 
conditionnelle et dont 1' autre allele dudit gene 
d' interet possede une mutation, ledit procede etant 
caracterise en ce qu' il comprend les etapes de : 

a) obtention d'un organisme metazoaire dont au moins 
25 une cellule de la lignee germinale comporte ladite 

mutation dans un des alleles dudit gene 
d 1 interet ; 

b) croisement dudit organisme obtenu a 1'etape a) 
avec un organisme selon 1' invention ; 

3 0 c) selection d ! un descendant dont le genome comprend 
un gene d' interet dont un des alleles possede une 
mutation et 1' autre allele possede au moins deux 
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sites de reconnaissance de proteines recombinases 
orientes en repetition directe ; et 

d) mise en oeuvre du procede de deletion 
conditionnelle, selon 1' invention, du fragment 

5 d'ADN dudit allele dudit gene d' interet qui est 

encadre par au moins deux sites de reconnaissance 
de proteine recombinase orientes en repetition 
directe ; et 

e) obtention dudit organisme metazoaire dont le 
10 genome d' au moins une cellule comprend ledit gene 

d' interet dont un allele est inactive, et 1' autre 
allele possede une mutation' somatique de 
preference limitee, et de preference dans des 
sequences exoniques et/ou regulatrices. 
Un tel procede permet d'etudier et d' analyser la 
fonction biologique de mutations autres que des 
deletions, et plus part iculierement des mutations 
observees dans des genes dont le dysf onctionnement 
provoque une pathologie genetique recessive. Ce procede 
est done particulierement adapte a 1' obtention de 
modeles animaux transgeniques de pathologies genetiques 
humaines a transmission recessive, le modele animal 
etant de preference le modele murin. 

Les mutations sont de preference des mutations 
25 ponctuelles ou limitees dans des exons ou des sequences 
regulatrices telles que des insertions, deletions, 
substitutions . 

Selon un mode prefere de realisation du procede de 
recombinaison, et du procede de deletion conditionnelle 
ou du procede d' obtention d' un organisme metazoaire 
selon 1' invention, les sites de reconnaissance 
specifique de la proteine recombinase sont les sites 
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loxP et ladite proteine recombinase est la proteine Cre 
du bacteriophage PI, ou l'un de ses variants. 

Les organismes susceptibles d'etre obtenus par la 
raise en oeuvre des differents procedes precedents sont 
5 egalement compris dans la portee de 1' invention. Ces 
organismes sont de preference des animaux, et de 
maniere preferee des rongeurs, tels que le rat et la 
souris, de preference la souris. 

De maniere preferee, l 1 invention a pour objet une 

T L2/L2 

10 souris transgenique K5-Cre-ER / RXR« dont le gene 

RXRu peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de l'epiderme par la mise en oeuvre d T un 
procede de deletion conditionnelle suite a un 
traitement par un ligand synthetique dote d'activite 
15 anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inflammatoire de la 
peau. 

De maniere preferee, 1 ! invention a pour objet une 
20 souris transgenique K5-Cre-ER T2 / RXR a L2/L2 dont le gene 

RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de 1 f epiderme par la mise en oeuvre d 1 un 
procede de deletion conditionnelle suite a un 
traitement par un ligand synthetique dote d 1 activite 
25 anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inflammatoire de la 
peau . 

De maniere preferee, 1 1 invention a pour objet une 

T3 L2/L2 

30 souris transgenique K5-Cre-ER / RXRa dont le gene 
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RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de 1'epiderme par la mise en ceuvre d'un 
precede de deletion conditionnelle suite a un 
traitement par un ligand synthetique dote d'activite 
antz-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau. 

De maniere preferee, 1' invention a pour objet une 
souris transgenique K14-Cre-ER T / RXR^ 2 ^ 2 dont le gene 
RXR« peut etre selectivement inactive dans l es 
keratinocytes de 1 < epiderme par la mise e n ceuvre d'un 
precede de deletion conditionnelle suite a un 
traxtement par un ligand synthetique dote d'activite 
15 anti-cestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau . 

De maniere preferee, 1 ' invention a pour objet une 
souris transgenique K14-Cre-ER T2 / RXR a L2/L2 dont le gene 
RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de 1' epiderme par la mise en ceuvre d'un 
precede de deletion conditionnelle suite a un 
trartement par un ligand synthetique dote d'activite 
25 anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau . 

De maniere preferee, 1 • invention a pour objet une 
30 souris transgenique K14-Cre-ER T3 / RXR^ 2 dont le gene 
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RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de l'epiderme par la mise en oeuvre d'un 
procede de deletion conditionnelle suite a un 
traitement par un ligand synthetique dote d'activite 
5 anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau. 

De maniere preferee, 1 ! invention a pour objet une 
10 souris transgenique oAT-Cre-ER T / RXRa L2/L2 dont le gene 

RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
hepatocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d'activite anti-oestrogenique 
15 entrainant chez ladite souris notarament une alteration 
de la proliferation des hepatocytes. 

De maniere preferee, 1 1 invention a pour objet une 

mo T O /T,2 

souris transgenique oAT-Cre-ER / RXRa dont le gene 

RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
20 hepatocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d'activite anti-oestrogenique 
entrainant chez ladite souris notamment une alteration 
de la proliferation des hepatocytes. 
25 De maniere preferee, l f invention a pour objet une 

rpO T O /Tj2 

souris transgenique aAT-Cre-ER / RXRa dont le gene 

RXR a peut etre selectivement inactive dans les 
hepatocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
30 ligand synthetique dote d'activite anti-oestrogenique 
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entrainant chez ladite souris notamment une alteration 
de la proliferation des hepatocytes . 

De maniere preferee, 1- invention a pour objet une 
souris transgenique aP2-Cre-ER T / rxr^ 2 ^ dont le g « ne 
5 RXR a peut etre selectivement inactive dans l es 
adipocytes par la mise en ceuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
Ugand synthetique dote d'activite anti-cestrogenique 
entrainant chez ladite souris une alteration du 
10 metabolism des lipides dans les adipocytes et/ou un 
diabete. 

De maniere preferee, 1 • invention a pour objet une 
souris transgenique aP2-Cre-ER T2 / RXR^ 2 dont le gene 
RXR a peut etre selectivement inactive dans les 
15 adipocytes p ar la mise en cuvre d'un precede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
l.gand synthetique dote d'activite antics trogenique 
entrainant chez ladite souris une alteration du 

metabolisme des lioideq ^nc , . 

piaes dans les adipocytes et/ou un 

20 diabete. 

De maniere preferee, 1' invention a pour objet une 
souris transgenique aP2-Cre-ER T3 / RXR a L2//L2 dont le gene 
RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
adipocytes par la mise en cuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
l.gand synthetique dote d'activite anti-csstrogenique 
entrainant chez ladite souris une alteration du 
metabolisme des lipides dans les adipocytes et/ou un 
diabete . 
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De preference, ledit gene RXRa de ladite souris 
est inactive par la mise en ceuvre d'un precede selon 
1 ' invention. 

La presente invention et notamment l'organisme 
5 metazoaire et les cellules qui en sont derivees sont 
particulierement utiles pour 1' analyse ou 1' etude de la 
fonction biologique d'une sequence d'ADN d' interet, 
qu'elle soit genique ou inter-genique dans son 
environnement chromatinien naturel. C'est la raison 

10 pour laquelle, il est egalement dans la portee de la 
presente invention de fournir un proaede d' analyse ou 
d' etude de la fonction biologique d'une sequence d'ADN 
d' interet, notamment d'un gene ou d'une sequence inter- 
genique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes 

15 de : 

(i) mise en presence d'un organisme selon 1' invention 
ou de cellules isolees dudit organisme avec un 
ligand synthetique dote d'activite anti- 

oestrogenique ; 

20 (ii) facultativement 1' induction de 1' expression de 

ladite proteine de fusion ; 
(iii)mise en evidence de l'evenement de recombinaison 

catalyse par l'activite recombinase de ladite 

proteine de fusion ; 
25 (iv) etude ou analyse biochimique et/ou physiologique 

et/ou phenotypique et/ou comportementale, de 

ladite cellule ou dudit organisme. 

Les analyses phenotypiques et comportementales de 
l'organisme selon 1' invention avant ou apres induction 
30 de la recombinaison somatique sont realisees en 
utilisant les techniques connues de l'homme de l'art. 
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La presente invention a egalement pour objet 
1 'utilisation d'un organise selon 1' invention ou de 
cellules derivees dudit organisme pour realiser une 
recombinaison site-specif i que spatio-temporellement 
5 controlees de ladite sequence d' ADN d' interet dans son 
environment chromatinien naturel, avec une efficacite 
d'au moins 85%, 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 
100%, en presence de li gan d synthetique dans les 
cellules dudit organisme exprimant ladite proteine de 
3 fusion et avec une efficacite au moins inferieure a 5% 
4%, 3%, 2%, 1% , o,5%, 0,1%, 0,01%, ounulle en absenc ; 
de ligand synthetique ou en presence de ligand naturel 
dans les cellules dudit organisme exprimant ladite 
proteine de fusion. 

Selon un mode prefere, ladite recombinaison est 
realisee dans 1'epiderme, et plus precisement dans les 
keratinocytes, dans les adipocytes, ou dans les 
hepatocytes . 

La presente invention a egalement pour objet son 
procede de criblage de composes susceptibles d'etre 
utilises comme medicament pour le traitement preventif 
et/ou curatif de pathologies associees a une alteration 
de 1' expression (dans le cas notamment de sequence 
d' ADN inter-genique) et/ou de la fonction (dans le cas 
de sequence d 'ADN genique) de ladite sequence d' ADN 
d'interet, caracterise en ce qu' il comporte 1'etape 
d' administration dudit compose dans un organisme selon 
1 ' invention . 

Cet organisme peut ainsi etre utilise pour l e 
criblage de composes susceptibles de constituer un 
Principe actif d'un medicament destine au traitement de 
pathologies associees a une alteration de 1' expression 



et/ou de la fonction de ladite sequence d'ADN 
d' interet . 

Ainsi, la presente invention a pour objet de 
fournir un procede de criblage de composes susceptibles 
d'etre utilises comme medicament pour le traitement 
preventif et/ou curatif de l'alopecie et/ou de 
l'hperproliferation des keratinocytes et/ou des 
reactions inf lammatoires de la peau, caracterise en ce 
qu f il comporte l'etape d 1 administration dudit compose 
dans une souris selon 1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet de 
fournir un procede de criblage de composes susceptibles 
d'etre utilises comme medicament pour favoriser 
notamment la regeneration hepatique, caracterise en ce 
qu'il comporte l'etape d ? administration dudit compose 
dans une souris selon 1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet de 
fournir un procede de criblage de composes susceptibles 
d'etre utilises comme medicament pour le traitement 
preventif et/ou curatif du diabete et/ou pour le 
traitement de 1' alteration du metabolisme des lipides, 
notamment de l'obesite, caracterise en ce qu'il 
comporte l'etape d' administration dudit compose dans 
une souris selon 1 ' invention . 

D' autres caracteristiques et avantages de la 
presente invention apparaitront a la lumiere des 
exemples qui vont suivre. 

Figure 1 : Inactivation du gene RXR^ dans 1'epiderme de 
souris adulte mediee par la Cre-ER et Cre-ER , et 
induite par le Tamoxifene. 
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Figure 1A : Representation schematique du locus 
genomique sauvage de RXR a ( + ) , d e l'allele RXR a L2 
floxe, de l'allele RXR a L " obtenu apres une excision 
5 mediee par la Cre de l'exon 4 (codant pour le domaine 
de liaison a 1 ' ADN) , et de l'allele nul RXR a (-) 
(Kastner et al . , 1994). Les boites noires indiquent les 
exons (E2 - E4). Les sites de restriction enzymatique 

et la position de la sonde X4 sont indiques. Les 
10 tallies des fragments BamHI sont indiquees en kilobases 
(kb) : BamHI ; C , Clal ; E, EcoRI H, HindHI ; S, 

Spel ; X, Xbal. Les pointes de fleche dans les alleles 

L2 et L" indiquent les sites Lox P. 

15 Figure IB : L'obtention d' alleles RXR a L ~ medie par K5- 
Cre-ER T induit par le Tamoxifene est illustree par 
1' analyse en Southern blot de l'ADN isole de 
l'epiderme, six semaines (lignes 1 a 3) ou douze 
semaines (lignes 4 a 6) apres la premiere injection de 
20 Tamoxifene (1 mg , (AFT : « after first Tamoxifen 
treatment ») . Le genotype des souris est tel 
qu'indique, et les fragments digeres par BamHI 
correspondant aux alleles RXR a (+), L 2, it, (-) sont 
decrits . 
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Figure 1C : Selectivity tissulaire de 1 ' inactivation de 
RXR a medie par Cre-ER T . Les alleles sauvages (+), L2, l" 
sont identifies par PCR a partir d' ADN extrait de 
differents organes de souris K5-Cre-ER T (tg/0) /RXR a L2/+ 
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douze semaines apres le premier traitement au 
Tamoxifene . 

Figure ID : L'obtention d' alleles RXR a IT medies par 
5 K14-Cre-ER T2 induit par le Tamoxifene dans l'epiderme 
de la souris adulte est illustre par une analyse PCR de 
l'ADN genomique extrait de l'epiderme (E) et du derme 
(D) isole deux semaines apres la premiere injection de 
Tamoxifene (0,1 mg) (+) ou du vehicule (huile) (-) . Le 
10 genotype des souris est indique et les fragments PCR 
correspondant aux alleles RXR a ( + ), L2 et L- sont 
indiques . 

Figure 2 : Anomalies generees par 1' inactivation de 

_ T2 

15 RXR« mediee par K5— Cre-ER et K14-Cre-ER induits par 
le Tamoxifene, dans la peau de souris adulte. 

Figure 2A : Vue ventrale d'une souris femelle 
« mutante » (mt) K5-Cre-ER T (tg/0) /RXR a L2/ " (a gauche) et 
20 d'une souris femelle « controle » (ct) K5-Cre- 
ER T(t g /o) /RXRa L2/+ {k dro ite), seize semaines apres la 
premiere injection au Tamoxifene (1 mg de 
Tamoxif ene/inj ection) . 

25 Figure 2B : Vue dorsale des memes animaux . 

Figure 2C : Agrandis semen t de la region ventrale de la 
souris femelle « mutante » (mt) K5-Cre-ER T (tg/0) /RXR« L2/ , 
avec la fleche indiquant un des kystes visibles sous la 
3 0 surface de la peau. 



Figure 2D : Vue dorsale de la souris feme lie 
« mutante » (mt) K5-Cre-ER T(tg/0) /RXR a L2/ \ vingt-huit 
semaines apres le debut du traitement au Tamoxif ene . La 
fleche indique une lesion mineure de la peau. 

Figures 2E-H : Analyse his tologique . Sections 
histologiques de 2 p d' epaisseur de la peau ventrale 
de souris « controle » (E et G) et « mutante » (F et 
H) , seize semaines apres le debut du traitement. Des 
follicules pileux (hf ) , des utricules (u) et des kystes 
dermiques (dc) sont indiques. Les pointes de f leches 
dans (H) indiquent les cellules de Langerhans, dont le 
nombre est augmente plusieurs fois dans l'epiderme des 
souris mutantes. Notez-en (F) et en (H) la cellularite 
accrue dans le derme en dessous de l'epiderme 
interfolliculaire hyperprolif eratif . Echelle (dans E) E 
et F = 60 urn ; G et H = 12 urn. 

Figures 21, J : Immunohistochimie de la keratine 6 (K6) 
sur des sections de peau de souris « controle » (I) et 
de souris « mutante » (J), seize semaines apres le 
premier traitement au Tamoxif ene. La couleur rouge 
correspond au marquage par l'anticorps dirige contre 
K6, et la couleur Cyan correspond a une coloration au 
DAPI. K6 est normalement exprime dans la partie externe 
de la gaine de la racine du follicule pileux (hf) mais 
pas dans l'epiderme (I) et est exprime anormalement 
dans l'epiderme hyperproli f eratif de souris « mutante » 
(J) . Echelle (dans I) I = 25 urn. Les fleches dans E a J 
indiquent la jonction derme-epiderme . 



Figures 2K, L : Apparence de la peau d' une souris 
femelle « mutante » K14-Cre-ER T2 (tg/0) /RXRa L2/L2 . (K) 
agrandissement de la region vent rale, seize semaines 
apres le debut du traitement au Tamoxifene (0,1 mg par 
injection) ; la fleche blanche indique un kyste et la 
fleche noire indique un utricule contenant des 
melanosomes. (L) vue dorsale du meme mutant. La fleche 
indique une des lesions de la peau associee avec une 
region sans poil . 

Figure 3 : Similitudes et differences entre les 
anomalies de la peau presentes chez une souris double 
« mutante » K5-Cre-ER T(tg/0) /RXRa^'^/RXRjf /_ induite au 
Tamoxifene et une souris VDR « nulle ». 

Figures 3A, E : souris K5-Cre-ER T (tg/0) /RXR a L2/L2 /RXRp _/ " 
dix-huit semaines apres le premier traitement au 
Tamoxifene (1 mg de Tamoxifene par injection) (A) et 
souris VDR _/ " agee de quatorze semaines (E) . Les fleches 
en (A) indiquent les lesions de la peau. (B, C) et (F, 
G) : analyse histologique de sections de 2pm 
d' epaisse\ir de la peau dorsale des animaux presentes en 
(A) et (E) respectivement . Echelle (dans G) : B et F = 
60 ]im ; C et G = 12 yim. 

Figures 3D, H : Immunohistochimie de la keratine 6 (K6) 
sur des sections de peau de souris prelevees sur les 
animaux presentes en (A) et (E) respectivement. Notez 
que K6 est exprime dans 1' utricule, mais pas dans 
l'epiderme de la peau des souris VDR" /_ , alors que K6 
est exprime dans tout 1' epiderme hyperprolif eratif des 
souris « double-mutantes » RXR a / RXRp (D) . Utricule (U) , 
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kyste dermique (dc) . Les fleches en (B-H) indiquent la 
jonction derme-epiderme . Echelle (dans H) : 

D et H = 25 urn. 

5 Figure 4 : Inactivation ciblee selective du gene SNF20 
dans l'epiderme de sour is adulte. 

Figure 4A : Representation schematique des alleles de 
SNF20 de type sauvage (+) , L3, L2+ et L- . 

La taille des segments d'ADN reveles par la sonde 
5', apres digestion enzymatique de l'ADN genomique par 
BamHI est indiquee. L' allele L3 dans les cellules ES a 
ete obtenu par recombinaison homologue en utilisant une 
strategie similaire a celle decrite pour les cellules 
15 F9 dans Sumi-Chinose et al . , 1997. 

Figure 4B 

Des souris K14-Cre-ER T2 (tg/0) /SNF2p L2/L2 et K14-Cre- 

FR T2(0/0), rL 2/L2 , , . ^ 

tK /SNF2|j de huit semaines ont ete traitees au 
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Tamoxifene (Tarn) pendant cinq jours a raison de 0,1 
mg/jour ou avec de l'huile (-) . Des biopsies de queue 
ont ete prelevees, le derme et l'epiderme separes, 
l'ADN genomique prepare, digere par BamHI, separe par 
electrophorese sur gel d' agarose, et transfere sur des 
25 membranes de nylon, qui ont ete hybridees avec la sonde 
5' radiomarquee. Des autoradiographies sont presentees. 



Figure 5 : Inactivation ciblee selective du gene RXRa 
dans les adipocytes. 



Des souris transgeniques aP2-Cre-ER T2 {tg/0) 
exprimant Cre-ER T2 sous le controle du promoteur murin 
aP2, qui est selectivement actif dans les adipocytes 
(Ross et al., 1990), ont ete croisees avec des souris 

T 2 ( t ^ / 0 ) 

RXR a L2/+ pour produire des souris aP2-Cre-ER / 
RXR a L2/L2 . 

Ces souris ont ensuite ete croisees avec des 
souris RXR a +/ " (Kastner et al., 1994) pour produire des 
souris aP2-Cre-ER T2(tg/0) / RXRa L2/ ". De telles souris, 
agees de quatre semaines, ont ete traitees ( + ) ou non 
(-) au Tamoxifene (1 mg/jour) pendant cinq jours, et le 
tissu adipeux preleve un mois apres la derniere 
injection de Tamoxifene. L'ADN a ete extrait du tissu 
adipeux, ou apres separation des adipocytes (adipocytes 
purifies a 80%) du tissu conjonctif et vaisseaux 
sanguins (non adipocytes) . Apres digestion par BamHI, 
les alleles de RXR a ont ete analyses par Southern blot. 
Un autoradiogramme est presente. Aucune excision n' est 
observee dans les adipocytes purifies ou le tissu 
adipeux de souris non traitees au Tamoxifene (Tarn) . En 
revanche, dans le tissu adipeux et les adipocytes de 
souris traitees au Tamoxifene, une excision est 
observee qui se caracterise par 1' apparition d' une 
bande a 8,5 kb correspondant a 1' allele L". 



Figure 6 : Analyse phenotypique de souris apres 
mutagenese somatique conditionnelle de RXRa dans les 
adipocytes . 
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Le poids des sour is control es aP2-Cre- 
ER T2t g /0) RXRa L2/ +(CT) et a P2 -Cr e -ER T2 ( tg/0 V RXR a L2 7 " 

(mutantes;KO) a ete determine une fois par semaine. (A) 
Chaque groupe d'animaux etait compose de 10 a 15 males. 
Les animaux etaient nourris soit avec de 1 ' alimentation 
normale (AN) ou enrichie en graisses et en glucose 

(AR) . (B) Le poids du tissu adipeux sous- cut ane de 
souris CT et KO de 6 mois, nourris avec de l'AN ou de 
l'AR. (C) Cryocoupes de 10 jim de tissu adipeux sous- 
cutane de souris CT (a et c) et KO (b et d) de 6 mois, 
nourries avec de l'AN (a et b) ou AR (c et d) . Echelle; 
160 fun. Les niveaux de triglycerides (D) , de glucose 
(E) et d'insuline (F) ont ete determines sur du serum 
d'animaux CT et KO de 4 a 5 mois, nourris avec une AN 
ou AR. Le dosage du glucose a ete realise apres une 
mise a jeun des animaux de 12 heures, *p < 0,05. 



Figure 7 : Inactivation ciblee selective du gene RXRa 
dans les hepatocytes murins . 

Pour invalider le gene RXR a selectivement dans les 
hepatocytes, des souris ocAT-Cre-ER T (tg/0) qu i expriment 

T 

Cre-ER sous le controle du promoteur du gene de l'a-1- 
antitrypsine (ocAT) dans environ 50% des hepatocytes 
(Imai et al . , 2000) ont ete croisees avec des souris 

DVO L2/L2 . 

RXR a pour produire des souris ocAT-Cre- 

T{tg/0) 7 L2/L2 _^ . A ^ 

/ RXR a . De telles souris, agees de trois 
mois, ont ete traitees au Tamoxif ene (1 mg/ jour) 
pendant cinq jours, et le coeur et le foie preleves sept 
jours apres la premiere injection de Tamoxif ene (jour 



7 ) , sur respectivement un et trois animaux . Le cceur et 
le foie ont egalement ete preleves sur respectivement 
un et trois animaux du meme genotype sans traitement au 
Tamoxifene (Jour 0) . L'ADN a ete extrait de ces tissus, 

et apres digestion par BamHI, les alleles de RXR a ont 
ete analyses par Southern blot. Un autoradiogramme est 
presente . Aucune excision n' est observee dans le coeur 
au jour 0 ou 7, ou dans le foie au jour 0. En revanche, 
une excision est observee dans le foie de souris sept 
jours apres le traitement au Tamoxifene ; cette 
excision se materialise par 1' apparition d'une bande a 
8,5 kb sur 1' autoradiogramme, correspondant a 1' allele 

L" . 



Figure 8 : Recombinaison site-specif ique de RXR^ dans 
le foie. 

L' excision de segments d' ADN mediee par Cre-ER T a 
ete determinee par «southern blot» / ef f ectue avec de 
1' ADN extrait de coeur et de foie de souris ocAT-Cre- 
ER T(tg/0)/ RXR a L2/L2 / preleves sur differents animaux avant 
les injections de tamoxifene (jour 0) ou 7, 30 ou 90 
jours apres la derniere injection de Tamoxifene. 

Les pistes 15-17 correspondent a de 1' ADN isole de 
foies d' animaux 7 jours apres hepatectomie partielle 
(HP) , realisee apres 1' injection de Tamoxifene . La 

position des alleles RXR a L2 et L- est indiquee. 

T2 

Figure 9 : Expression des recombinases Cre-ER et Cre- 
ER T3 dans la couche basale de l'epiderme. 



Immunohistochimie de la recombinase Cre chimerique 
sur des sections de 1'epiderme de souris K5-Cre-ER T2 et 

T3 

K5-Cre-ER , traitees soit avec 1 mg ou 0,1 mg d ! OHT 
(4-hydroxyTamoxif ene) . La couleur rouge correspond au 
marquage par l'anticorps anti-Cre dirige contre la 
proteine recombinase Cre, et la couleur Cyan correspond 
au DAPI colorant les noyaux cellulaires. Cre-ER T2 et 

T3 

Cre-ER sont localises dans les noyaux cellulaires de 
la couche basale. (Notez que la superposition des 
couleurs rouge et cyan se traduit par une coloration 
violette) . 

Figure 10 : Translocation nucleaire de Cre-ER T2 et Cre- 

T3 

ER suite a un traitement de deux jours a differentes 
doses d'OHT. 



Immunohistochimie de la recombinase Cre chimerique 
sur des sections de 1'epiderme de souris K5-Cre-ER T2 et 
K5-Cre-ER T3 traitees soit avec 0,1 mg, 0,01 mg ou 
0,001 mg d 1 OHT et analyse deux jours (J 2) apres le 
debut du traitement (J 0) . La couleur rouge correspond 
au marquage par l'anticorps anti-Cre dirige contre la 
proteine Cre, et la couleur Cyan correspond au DAPI. 

T2 T 3 

Cre-ER et Cre-ER sont localises dans les noyaux 
cellulaires de la couche basale. Cre-ER T3 est present 
dans une plus grande fraction de ceux-ci que Cre-ER T2 , 
aux differentes doses d'OHT. A la dose de 0,001 mg 
environ 1/3 des noyaux sont fortement marques par des 
anticorps anti-Cre dans la couche basale de 1'epiderme 
de souris K5-Cre-ER T3 , alors qu' aucun noyau positif 
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T2 

n' est observe dans la peau de souris K5-Cre-ER . 
(Notez que la superposition des couleurs rouge et cyan 
se traduit par une coloration violette) . 

5 Figure 11 : Comparaison de 1' expression de la P~ 
galactosidase dans 1' epiderme de queue de souris K5- 
Cre-ER T2 (tg/0) /Rosa fl/+ et K5-Cre-ER T3 (tg/0) /Rosa fl/+ 

induite par differentes doses d'OHT. 

Activite de la |3-galactosidase sur des sections de 
10 1' epiderme de la queue de souris K5-Cre- 
ER T2 (tg/0) /RQsa f i/ + et K5-Cre-ER T3 (tg/0) /Rosa fl/+ trai tees 
avec 1 mg, 0,1 mg, 0,01 mg et 0,001 mg d 1 OHT . Les 
analyses sont realisees au quinzieme jour apres le 
debut du traitement (JO) . 
15 Les niveaux d' excision induits par 1 et 0,1 mg de 

OHT sont similaires pour les deux lignees ; en 
revanche, l f excision est plus efficace dans les souris 
K5-Cre-ER T3 que K5-Cre-ER T2 aux doses de 0,01 et 
0, 001 mg d'OHT. 

20 
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EXEMPLES 

1) MA.TERIELS ET METHODES 
5 1 - 1 - Lignees transgeniques 

Les lignees de souris RXR a +/ ~, VDR~ /_ , et K5-Cre-ER T 
ont ete decrites precedemment dans Yoshizawa et a J . 
(1997), Kastner et al . (1994), et Indra et al. (1999). 
10 Le transgene K14-Cre-ER T2 a ete construit en 

remplagant la region promotrice K5 du vecteur pK5-Cre- 

T2 

ER (Indra et al., 1999) par le fragment d'ADN Sail de 
la region promotrice/activatrice de 2 kb du gene de la 
keratine humaine K14, isole a partir de Phr2 (cadeau de 
15 S. Werner). Les souris transgeniques ont ete generees 
conformement a l'article de Indra et al . (1999). 

Le transgene aP2-Cre-ER T2 a ete construit comme 
suit : un fragment de 5.4 kb contenant le promoteur aP2 
a ete amplifie par PCR a partir d'ADN genomique de 
20 souris a l'aide du LA-PCR kit (Perkin-elmer, New 
Jersey) , avec les oligonucleotides 5'- 

ATACGCGGCCGCGAATTCCAGCAGGAATCAGGTAGCT-3 ' (Sequence ID 
N°13) et 5'-ATAGCGCCGGCGCTGCAGCACAGGAGGGTGCTATGAG-3' 
(Sequence ID N°14) . Apres avoir rendu les extremites de 
25 ce fragment franches suite a 1' action de la T4 
polymerase, il a ete clone au niveau du site Sail de 

T2 

PGS-Cre-ER (Indra et al., 1999), dont les extremites 
ont egalement ete rendues franches suite a 1' action de 
la T4 polymerase. Le fragment NotI de 8.3 kb a ete 
isole de ce plasmide, purifie et injecte dans des 
zygotes Fl (C57BL/6 x SJL) a la concentration de 4 
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T2 

ng/ml, et les souris portant le transgene aP2-Cre-ER 
ont ete identifiees selon Feil et al . , (1996) et Imai 
et al. , (2000) . 

5 1.2 - Genotypage des alleles RXRa 

L'ADN genomique est isole de tissus selon le 
protocole decrit dans 1' article d' Indra et al . (1999). 

L'epiderme est separe du derme apres un traitement 
10 de la peau de la queue avec 1' enzyme dispase (4 mg/ml 
dans du PBS, GIBCO-BRL) pendant 1 a 2 heures a 

temperature ambiante . Le genotypage des cellules RXRa 
est realise par PCR (reaction de polymerisation en 
chaine) en utilisant les amorces ZO 243 (5'-TCC TTC ACC 

15 AAG CAC ATC TG-3' ) (SEQ ID N° 9) (localise dans l f exon 
3) et ZO 244 (5'-TGC AGC CCT CAC AAC TGT AT-3' ) (SEQ ID 
N° 10) (localise dans l'exon 4) pour les alleles L2 et 
sauvage (+) ; ces reactions d' amplification generent 
pour 1' allele L2 un fragment de 700 pb et pour 1' allele 

20 sauvage (+) un fragment de 650 pb - 

Les amorces ZO 243 et UD 196 (5'-CAA CCT GCA CTT 
GTC ACT TAG- 3' ) (SEQ ID N° 11) (localise dans l'intron 
entre les exons 4 et 5) ont ete utilisees dans une 
reaction de polymerisation en chaine pour mettre en 

25 evidence 1' allele L" ; cette reaction d' amplification 
genere un fragment de 4 00 pb - 

Les amorces ZO 243 et RU 178 (5'-ATG TTT CAT AGT 
TGG ATA TC-3' ) (SEQ ID N°12) localise dans la cassette 
neo ) sont utilisees dans la reaction de polymerisation 

30 en chaine pour mettre en evidence 1' allele (-) ; cette 
reaction de PCR genere un fragment de 500 pb. 
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Pour les analyses utilisant le transfert d'ADN 
(Southern blotting), l'ADN genomique est digere avec 
BamHI et la sonde utilisee est la sonde X4 (fragment 

BamHI-Xbal de 3 kb du gene RXR a ) (Metzger et al . , 
5 1995) . 

1.3 - Traitement au Tamoxifene 
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Des solutions de Tamoxifene (Sigma) sont preparees 
selon le protocole decrit par Metzger et Chambon 
(2000). 1 mg de Tamoxifene dissout dans 100 ul d'huile 
de tournesol est injecte intraperi tonealement dans une 
souris transgenique K5-Cre-ER T pendant cinq jours 
consecutifs, puis encore trois jours consecutifs, deux, 
15 quatre et six semaines plus tard. Les souris 
transgeniques K14-Cre-ER T2 sont injectees 

intraperitonealement avec 0,1 mg de Tarn dissout dans 
100 ul d'huile de tournesol pendant cinq jours 
consecutifs, tandis que les souris aP2-Cre-ER T2 et aAT- 
20 Cre-ER sont traitees avec 1 mg de Tarn. 

1.4 - Analyses histologiques 

Les biopsies de peau d' animaux de meme age et de 
25 meme sexe ont ete realisees au niveau des memes 
endroits du corps. 

Les echantillons de peau sont fixes dans le 
glutaraldehyde (2,5% dans un tampon cacodylate a 0, 1 M 
pH 7,2) pendant la nuit a 4°C puis post-fixes avec du 
30 tetroxide d' osmium a 1% dans un tampon cacodylate 
pendant 1 heure a 4°C. Les tissus sont deshydrates avec 
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des concentrations croissantes d' a 1 cool puis recouverts 
de EPON 812 . Des sections semi-fines de 2 p sont 
ensuite colorees avec du bleu de toluidine. 

5 1.5 — Imrnunochimie 

Apres fixation dans du paraformaldehyde a 2%, des 
sections congelees de 10 \m sont bloquees dans 5% de 
serum de chevre normal (Vector Laboratories) incubees 

10 avec 1' anticorps polyclonal anti-MK6 de lapin (Babco) . 
Apres lavage dans du PBS/0,1% Tween 20, les sections 
sont incubees avec 1' anticorps IgG anti-lapin d' ane 
conjugue au CY3 (Jackson Immuno Research) puis monte 
dans le milieu Vectashield (Vector Laboratories) 

15 contenant du DAPI (4' , 6-diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride ; Boehringer Mannheim) (Brocard et al . , 
1997) . Les anticorps anti-Cre sont utilises selon Indra 
et al. (1999) . 

2 0 1.6 - Histologie 

Les echantillons de tissu adipeux sont preleves 
sur des animaux perfuses a la PFA, fixes a l'aide de 
formaldehyde (2 0% dans du PBS) , puis congeles dans de 
l'OCT (Tissue-Tek compound, Sakura) . Des cryocoupes de 
25 10 |oiu sont colorees avec de 1 1 hematoxyline et de 
1 T eosine . 

Le foie est preleve sur des animaux, rince dans du 
PBS, fixe dans une solution de Boin, puis inclus dans 
de la paraffine. Des coupes de 6 pm sont colorees avec 
30 1 ' hematoxyline et de 1 T eosine. 
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1.7 - Dosage de parametres sanguins 

Le dosage des triglycerides et du cholesterol est 
realise selon Peters et al . (1997), avec des reactifs 
de Boehringer Mannheim. Le dosage de l'insuline et du 
glucose sont realises respect ivement avec la trousse de 
Crystal Chem Inc. et des glucofilms (Bayer Corp, USA) . 



2) Premier exemple : Inactivation ciblee du gene RXR, 
0 dans l'epiderme de souris adulte. 

Pour inactiver RXR a dans l'epiderme, les 
inventeurs ont construit une souris portant des alleles 

L2 

RXR a floxes (« floxed ») (figure 1A) et ont utilise la 
5 lignee de souris transgeniques K5-Cre-ER T dans 
lesquelles le Tamoxifene (Tarn) induit efficacement la 
recombinaison mediee par Cre dans les keratinocytes de 
la couche basale (Indra et al . , 1999). Le croisement de 

la SOUris K5-Cr-e>-FVl T (tg/tg) /Dvn L2/L2 

UUii!) no ure iK /RXR a avec une souris 

0 RXR a +/ " (figure 1A) (Kastner et al., 1994) ou avec une 
souris RXR a L2/+ permet d' obtenir des souris hemizygoges 
(tg/O) « pro-mutantes » (PM) pour le transgene K5-Cre- 
ER T qui portent soit un allele RXR^ 2 et un allele RXR a 
nul (genotype : K5-Cre-ER T(tg/0) /RXR a L2/ ") , so it deux 
alleles L2 (genotype K5-Cre-ER T (tg/0) /RXR a L2/L2 ) . Des 
souris PM agees de quatorze semaines ont ete traitees 
au Tamoxifene (cinq jours, 1 mg/jour) , puis traitees a 
nouveau deux, quatre et six semaines apres . Six a douze 
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semaines apres le premier traitement au Tamoxifene 
(« AFT : After First Tamoxifen Treatment ») , presque la 

totalite des alleles RXRa L2 (>80%) a ete convertie en 

allele RXR a L ~ dans l'epiderme isole de souris portant un 
5 allele floxe (figure IB, lignes 2, 3, 5 et 6) ou deux 
alleles floxes (figure IB, lignes 1 et 4) . 

Come attendu (Indra et al . (1999)), aucune 
excision n' est observee dans les souris traitees 
uniquement avec l'huile qui a servi a vehiculer le 
10 Tamoxifene ; 1' excision mediee par la Cre de l'exon 4 

de RXR a est en outre restreinte a la peau et a l'autres 
organes qui possedent des epithelia dans lesquels le 
promoteur K5 est actif (c' est-a-dire : la langue, la 
glande salivaire, l'oesophage, figure 1C) . 

15 De maniere interessante, une perte de poil 

(alopecie) a ete observee six a sept semaines apres le 
premier traitement au Tamoxifene dans la region 
ventral e de la souris ; ceci n' a pas ete observe chez 
les souris traitees avec de l'huile seule sans 

20 Tamoxifene, ou chez les souris « controle » de la meme 

portee tr&itees au Tamoxifene (K5-Cre-ER T (tg/0) /RXR a L2/+ ) . 

Douze a seize semaines apres la premiere 
injection, de larges regions ventrales et de plus 
petites regions dor sales de la peau de la souris 

25 avaient perdu leur poil (figure 2A et B) et des kystes 
qui s'agrandissent et qui apparaissent sur tout le 
corps avec le temps sont egalement visibles sous la 
surface de la peau (figure 2C) . 

Plus l'age augmente (> vingt semaines apres la 

30 premiere injection de Tamoxifene) , des lesions 
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mineures, qui ne sent pas causees par des combats, 
apparaissent dans des regions sans poll de la peau du 
dos, des joues et de la face posterieure des oreilles 
(figure 2D) . 

5 Seize semaines apres le premier traitement au 

Tamoxifene, l'histologie des regions ventrales et 
dorsales sans poll a montre une degenerescence des 
follicules pileux resultant dans 1 'apparition 
d'utricules et de kystes dermiques (Sundberg et King, 
10 1996) (figure 2 - comparer E et F) . L' epiderme 
interfolliculaire est hyperplastique avec une 
augmentation de 1' incorporation de BrdU et une 
expression accrue du marqueur de proliferation Ki67. 

La cellularite dermique est augmentee et les 
capillaires sont dilates (comparer les figures 2E et 2G 
avec 2F et 2H) en dessous de 1' epiderme epaissi, 
refletant ainsi une reaction inf lammatoire . La keratine 
6 (K6), normalement exprimee de maniere selective dans 
la partie externe de la gaine de la racine du follicule 
20 pileux (ORS : Hair Follicle Outer Root Sheath) est 
egalement exprimee dans 1' epiderme interfolliculaire 
hyperproliferatif (figure 21 et J), indiquant une 
anomalie de la dif f erenciation terminale des 
keratinocytes (Porter et al . , 1998). Toutes ces 
anomalies sont moins severes et/ou apparaissent plus 
tardivement chez les males que chez les femelles. 

Pour augmenter l'efficacite de la recombinaison 
mediee par la Cre et induite par le Tamoxifene, les 
inventeurs ont construit des lignees transgeniques de 
30 souris K14-Cre-ER T2 dans laquelle le promoteur K14 
selectif de la couche basale (Vassar et al . , 1989) 
dirige 1' expression de Cre-ER T2 dont l'activite peut 
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etre induite par un traitement plus doux au Tamoxifene 
(0,1 mg pendant cinq jours) (Indra et al . , 1999). 

Des souris K14-Cre-ER T2 (tg/0) /RXRa L2/L2 ont ete 
traitees simultanement avec des souris « controle » 
5 K14-Cre-ER T2(tg/0) /RXR a L2/+ , K14-Cre-ER T2 (0/0) /RXRa L2/+ et 
K14-Cre-ER T2(0/0) /RXRa L2/L2 , provenant de la meme portee . 

L2 

En deux semaines, les alleles RXR a ont ete 

entierement convertis en allele RXR a L ~ dans l'epiderme 
(figure ID, lignes 1 et 7), mais pas dans le derme 

10 (figure ID, lignes 2 et 8) de souris transgeniques 
exprimant K14-Cre-ER T2 , demontrant ainsi l'efficacite 
accrue de Cre-ER pour medier, lors d' un traitement au 
Tamoxifene, la mutation somatique selective de RXR a 
floxe dans l'epiderme. 

15 Aucune conversion de L2 vers L- n'est apparue dans 

T2 

les controles depourvus de transgene K14-Cre-ER 
(figure ID, lignes 5, 6, 11 et 12) ou non traites au 
Tamoxifene (figure ID, lignes 3, 4, 9 et 10) . De plus, 
8 semaines apres le traitement au Tamoxifene, seul 

20 1' allele RXRa L " a ete detecte dans l'epiderme de souris 

K14-Cre-ER T2(tg/0) /RXR a L2/L2 indiquant que RXR a a ete 
excise dans la plupart sinon toutes les cellules 
souches de l'epiderme. L' inactivation de RXRa apparait 
egalement dans les autres epithelia d' autres organes 
25 dans lesquels le promoteur K14 est actif (Wang et al . , 
1997) (c' est-a-dire la langue, l'cesophage, l'estomac). 

A partir de 6 semaines apres le debut du 
traitement au Tamoxifene, les souris K14-Cre- 
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ER T2(tg/0). L2/L2 

/RXR a presentent des anomalies similaires a 

celles observees dans les souris K5-Cre- 

E T(tg/0) L 2/L2 , 

/RXR a traitees au Tamoxifene, c'est-a-dire 

une perte de poil marquee avec des kystes visibles, 
5 tandis que des lesions focales visibles apparaissent a 
des etapes ulterieures (figure 2K et L) . 

Les anomalies histologiques dermique et 
epidermique sous- j acentes sont egalement similaires a 
celles observees ci-dessus pour les souris K5-Cre- 
10 ER /RXRa traitees au Tamoxifene. 

L'inactivation du RXR a floxe dans l'epiderme 
adulte est obtenue plus rapidement et avec des doses de 
Tamoxifene inferieures avec les souris K14-Cre-ER T2 
qu'avec les souris K5-Cre-ER T , mais les anomalies 
resultantes de la peau sont finalement similaires, dans 
les deux cas, plus severes chez l es femelles que chez 
les males. 

De maniere interessante, ces anomalies sont 
egalement similaires a celles observees dans les souris 

20 K14-Cre^/°>/RXRa L2 /- ou K14-Cre ' tg// °^ /RXR a L2/,_ dans 
lesquelles les alleles RXR floxes sont selectivement 
excises dans l'epiderme durant le developpement fetal, 
conduisant ainsi a une inactivation de RXRa dans les 
keratinocytes de l'epiderme et dans l es gaines des 

25 racines des follicules pileux. En fait, a partir de 
1'age de trois semaines, ces mutants RX R a 
"constitutifs" et specif iques de l'epiderme development 
une alopecie progressive avec des caracteristiques 
typiques de follicules pileux degeneres, des utricules 
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et des kystes dermiques, qui peuvent tous etre 
attribues a des defauts dans le cycle du poil. De plus, 
ces mutants presentent egalement une hyperprolif eration 
interf olliculaire des keratinocytes, ainsi qu'une 
5 dif f erenciation terminal e anormale ( avec une expression 
de K6) , et une augmentation de la cellularite dermique 
associee avec une reaction inf lammatoire de la peau. 

Bien que RXRp soit exprimee dans 1' epiderme de la 
souris, la peau des mutants adultes RXRp _/ apparait 

10 normale (Kastner et al. r 1996), suggerant ainsi des 
redondances f onctionnelles entre les differents RXR. 

Comme attendu, des souris K5-Cre-ER T (tg/0) /RXR a L2/ */RXRp" / " 

et K5-Cre-ER T(tg/0) /RXR a L2/L2 /RXRp~ / " traitees avec de 
l'huile (sans Tamoxifene) ne presentent pas d' anomalies 

15 de la peau, alors qu' apres un traitement au Tamoxifene, 
ces souris commencent a perdre leurs poils 4 semaines 
apres le premier traitement au Tamoxifene tandis que de 
larges regions de la peau sont sans poil seize a dix- 
huit semaines apres le debut du traitement (comparer la 

20 figure 3A avec la figure 2D) , 

Des 'lesions f ocales de la peau qui n' etaient pas 

observees chez les mutants simples RXR a , sont egalement 

observees frequemment chez les doubles mutants RXR a /p 
quatorze a seize semaines apres le premier traitement 
25 au Tamoxifene. En particulier sur la peau sans poil du 
tronc, derriere les oreilles , et autour de la bouche 
( figure 3A) . 

L' histologie de la peau sans poil montre une 
disparition des f ollicules pileux et la presence 
30 d'utriculi et de kystes dermiques (figure 3B) . 
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L'epiderme est hautement hyperplastique et 

hyperkeratinise (comparer les figures 3B et 3C avec les 
figures 2E et 2G, et figures 2F et 2H) . Une expression 
anormale de K6 est observee a travers tout l'epiderme 
5 (figure 3D) et une reaction inf lammatoire avec une 
augmentation de la cellularite est egalement observee 
(figure 3B) . Dans la peau lesee, l'epiderme est couvert 
d'une croute et davantage hyperplastique et 

hyperkeratinise. Les triples mutants K5-Cre- 
10 ER T( ^ /0 VRXR a L2/L2 /RXRp- / -/RXR y - / - ne revelent pas de role 

additionnel de RXR y dans la peau adulte. Ainsi, RXRp 

peut partiellement compenser pour la perte de fonction 

de RXR a . 

De maniere interessante, la redondance 
15 fonctionnelle est plus prononcee chez les males que 
chez les femelles, puisque les doubles mutants 
RXR a /RXRp males et femelles sont affectes de maniere 
similaire a la difference des mutants simples. 

Pris dans leur ensemble, les resultats precedents 
montrent l'efficacite des recombinases Cre-ER T , Cre-ER T2 
et Cre-ER (voir exemple 5 et figures 9, 10 et 11) 
pour generer des mutations somatiques ciblees, 
specif iques d'un type cellulaire et controlees 
tempore llement, dans des tissus de souris adultes. 

Les resultats precedents permettent egalement de 
demontrer 1' utilisation de souris Cre-ER T — RXRf loxe pour 
analyser et etudier la fonction biologique complexe des 
differents sous-types de RXR (RXR a/ RXRp, RXRy) dans un 
tissu particulier, c'est-a-dire l'epiderme. 
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Cette etude a ainsi permis de reveler 1 ? existence 
de redondances f onctionnelles entre RXR a et RXRp, bien 

que le role de RXR a soit clairement preponderant. 

Le mecanisme d' action des differents RXR dans les 
5 evenements moleculaires qui conduisent a l'alopecie et 
aux anomalies des keratinocytes de l'epiderme 
deficients en recepteurs nucleaires RXR, demeure 
inconnu . 

Neanmoins, leur role comme partenaires 

10 heterodimeriques d'un certain nombre de recepteurs 
nucleaires (par exemple RAR S , TR S , VDR, PPAR) agissant 
comme des transducteurs du signal dans differentes 
voies de signalisation a ete suggere dans de nombreuses 
etudes in vitro utilisant des cellules en culture, et 

15 confirme in vivo dans quelques cas en utilisant la 
mutagenese ciblee (Chambon, 1996 ; Mascrez et al . , 
1998 ; Wendling et al . , 1999). De maniere interessante, 
comme RXR a , VDR est exprime dans les ORS du follicule 
pileux (Reichrath et al. f 1994), et des souris dont les 

20 deux alleles du gene VDR sont inactifs (souris « knock- 
out » VDR) developpent une alopecie secondaire 
progressive, suggerant que VDR est implique dans le 
cycle du poil plutot que dans la pousse primaire du 
poil (Yoshizawa et al . , 1997 ; Li et al . , 1997 ; Li et 

25 al. , 1998) . 

De maniere interessante, les alopecies developpees 
par les souris VDR -/ ~ de quatorze semaines et les souris 

K5-Cre-ER T(tg/0) /RXR a L2/L2 /RXRp~ / ~ dix-huit semaines apres 
leur traitement au Tamoxifene apparaissent tres 
30 similaires, bien que la peau des souris VDR /_ ne 



66 



presente pas les lesions observees sur l'epiderme des 
souris deficientes en RXR (comparer les figures 3A et 
3E) . 

Au niveau histologique, des utricules et des 
5 kystes dermiques similaires sont observes (comparer les 
figures 3B et 3F) , mais aucune hyperprolif eration des 
keratinocytes, ni de dif f erenciation anormale revelee 
par 1' expression de K6, n'est observee dans l'epiderme 
des souris VDR _/ - (comparer figures 3C et 3D avec la 
10 figure 3G et 3H) . Ainsi, l'alopecie generee par 
l'inactivation selective de RXR dans les keratinocytes 
de la souris adulte revelerait un role majeur des 
heterodimeres RXR/VDR dans le cycle du follicule 
pileux . 

15 



20 



3) Deuxieme exemple : Inactivation ciblee du gene SNF2ft 
dans l'epiderme de souris adulte. 



Pour inactiver le gene SNF20 dans l'epiderme de 
souris adulte, les inventeurs ont construit une souris 
portant des alleles SNF20 floxes (L2+ ; figure 4A) et 
ont utilise la lignee de souris transgeniques K14-Cre- 

T2 

ER dans lesquelles le Tamoxifene induit efficacement 
25 la recombinaison mediee par la Cre dans les 
keratinocytes de la couche basale de l'epiderme. Des 
souris K14-Cre-ER T2(tg/0) /SNF2p L2/L2 et K14-Cre- 

p, R T2(0/0), rL 2/L2 , , _ 

/SNF2|j de huit semames ont ete traitees au 

Tamoxifene pendant cinq jours a raison de 0,1 mg/jour 
30 ou avec de l'huile (-) . Des biopsies de peau ont ete 
prelevees, le derme et l'epiderme separes, 1 ' ADN 
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genomique prepare, digere par BamHI, separe par 
electrophorese sur gel d' agarose, et transfere sur des 
membranes de nylon qui furent hybridees avec la sonde 
5' ( figure 4A) radiomarquee . Les auto-radiographies 
5 correspondantes sont presentees figure 4B . En 1 ' absence 
de Tamoxifene, aucune excision dans le gene SNF2p n' est 
observee que ce soit dans le derme ou 1' epiderme de 
souris K14-Cre-ER T2 (tg/0) / SNF2p L2/L2 . En revanche, 
1' injection de Tamoxifene chez ces memes souris induit 
10 1' excision du fragment floxe du gene SNF2(3 uniquement 
dans 1' epiderme, car le promoteur K14 n'est actif que 
dans ce tissu et non pas dans le derme. Comme attendu, 
le Tamoxifene n' induit aucune excision dans des souris 
"controles" K14-Cre-ER T2 (0/0) /SNF2p L2/L2 dont les cellules 

T2 

15 ne contiennent pas de trans gene Cre-ER 

4 ) Troisieme exemple : Inactivation ciblee du gene 
RXRg dans les adipocytes murins . 

20 Pour realiser la mutagenese site-specif ique 

controlee* de maniere spatio-temporelle dans les 
adipocytes, les inventeurs ont cree des souris 

T2 

transgeniques appelees aP2-Cre-ER exprimant la 

T2 

proteine de fusion Cre-ER sous le controle du 
25 promoteur du gene codant pour la proteine adipose 2 
(aP2) qui est actif specif iquement dans les adipocytes. 
(Ross et al . , 1990) . 

Pour invalider le gene RXRa select ivement dans les 

adipocytes, les souris aP2-Cre-ER T2 (tg/0) ont d' abord ete 

L2 / + 

30 croisees avec des souris RXRa pour produire des 
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souris aP2-Cre-ER T2 ( tg/0) /RXR a L2/L2 . Ces souris ont 
ensuite ete croisees avec des souris RXR a +/ ~ (Kastner et 
al., 1994) pour produire des souris aP2-Cre- 

T2(tg/0), L2/- +- i i • - * 

h,R / RXR a . De telles souris, agees de quatre 

semaines, ont ete traitees (+) ou non (-) au Tamoxifene 
(1 mg/jour) pendant cinq jours, et le tissu adipeux 
preleve un mois apres la derniere injection de 
Tamoxifene. L'ADN a ete extrait du tissu adipeux, ou 
apres separation des adipocytes (adipocytes purifies a 
80%) du tissu conjonctif et vaisseaux sanguins (non 
adipocytes) . L'ADN est ensuite digere par BamHI, puis 
separe par electrophorese sur gel d' agarose, transfere 
sur des membranes de nylon, puis hybride avec la sonde 
X4 radiomarquee. Les radiographics correspondantes sont 
presentees figure 5. 

En absence de Tamoxifene, aucune excision dans le 
gene RXR a n' est observee que ce soit dans le tissu 
adipeux, les adipocytes, ou d'autres cellules non 
adipocytaires de l'epiderme de souris aP2-Cre- 
erT2 (tg/0) /RXR a L2/ ~ . En revanche, 1' injection de 

4 

Tamoxifene chez ces memes souris induit 1' excision du 
fragment floxe du gene RXR a uniquement dans les 
adipocytes purifies et le tissu adipeux. 

1/ analyse du poids des animaux aP2-Cre- 

ER T2(tg/0 )/RXRa L2/- efc Ap2 _ Cre _ ER T2( t g/0) /RXRa L2/ + trait6s au 

Tarn (mutants; KO, et controles; CT, respectivement ) et 
nourris avec une alimentation normale (AN) , determine 
pendant 30 semaines, n' a revele aucune differente 
significative entre les deux groupes d' animaux (Figure 
6A) . De plus, le poids du tissu adipeux, ainsi que la 
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morphologie des adipocytes etaient similaires (Figure 
6B et 6C) . Par contre, le taux de glucose etait 
anormalement eleve et les niveaux de triglycerides 
etaient plus faibles chez les animaux mutants (Figure 
5 6D) . En nourrissant les animaux controles traites au 
tamoxifene avec une alimentation riche en graisse et en 
glucose (AR) ceux-ci deviennent obeses (augmentation du 
poids, de la masse de tissu adipeux et hypertrophie des 
adipocytes) (Figures 6A-C) . les niveaux de 

10 triglycerides et d' insuline sont egalement beaucoup 
plus eleves que chez les animaux nourris avec de l'AN. 
Par contre, aucune augmentation de poids des animaux et 
de masse de tissu adipeux n' est observee chez les 
animaux mutes nourris avec AR. De plus les adipocytes 

15 ne sont pas hypertrophiques, et les niveaux de 
triglycerides et d' insuline sont similaires a ceux 
observes avec une AN. 

Ces animaux mutants constituent done des modeles 
interessants pour etudier l'obesite et le diabete, 

20 ainsi que pour tester des traitements de ces maladies. 

5) Quatriieme exemple : Inactivation ciblee du gene RXRg 
dans les hepatocytes murins . 

25 Pour realiser la mutagenese site-specif ique 

controlee de maniere spatio-temporelle dans le foie, 
les inventeurs ont cree des souris transgeniques 
appelees « aAT-Cre-ER T » exprimant la proteine de 
fusion Cre-ER T sous le controle du promoteur du gene de 

30 1' a-l-antitrypsine humaine qui est actif specif iquement 
dans les hepatocytes (Imai et al . , 2000). 
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Pour inactiver RXR a dans les hepatocytes murins, 
les inventeurs ont construit une souris portant des 
alleles RXR a L2 floxes (figure 1A) et ont utilise la 
lignee de souris transgeniques aAT-Cre-ER T dans 
lesquelles le Tamoxifene (Tam) induit efficacement la 
recombinaison mediee par la Cre dans les hepatocytes 
(figure 7) . Des souris aAT-Cre-ER T (tg/0) qui expriment 
Cre-ER T dans environ 50% des hepatocytes (Imai et aJ. 
2000) ont ete croisees avec des souris RXR a L2/L2 pour 

produire des souris aAT-Cre-ER T (tg/0) /RXRa L2/L2 . De telles 
souris, agees de trois mois, ont ete traitees au Tam (1 
mg/jour) pendant cinq jours, et le cceur et le foie 
preleves sept jours apres la premiere injection de Tam 
(jour 7), sur respect ivement un et trois animaux . Le 
coeur et le foie ont egalement ete preleves sur 
respectivement un et trois animaux du meme genotype 
sans traitement au Tam (Jour 0) . L' ADN a ete extrait de 
ces tissus, et apres digestion par BamHI, les alleles 
de RXR a ont ete analyses par Southern blot. 

CommtB attendu, aucune excision n' est observee dans 
les cellules du coeur des souris traitees au Tamoxifene 
(figure 7) ou le foie de souris non traitees au 
Tamoxifene (Jour 0) . En revanche, au jour 7, les souris 
traitees au Tamoxifene presentent une excision dans le 
gene RXR a dans environ 50% des cellules de foie, ce qui 
correspond bien a 1' expression en mosaique de la 
proteine Cre-ER T dans les hepatocytes de la souris oAT- 
Cre-ER T . 
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Par contre, 30 et 90 jours apres le traitement au 

tamoxifene pratiquement plus de cellules RXR a nulles ne 

sont observees (Fig. 8). De plus, les cellules RXRa L ~ /L ~ 

se multiplient beaucoup moins que les cellules RXRa L2/L2 
5 apres hepatectomie partielle (HP) realisee sur des 
animaux mutants traites au tamoxifene (Fig 8, comparer 

les pistes 6-8 et les pistes 15-17) . Ainsi, RXR a est 
implique dans la proliferation des hepatocytes. 

10 6) Cinquieme example : La recombinase Cre chimerique 

T3 

Cre-ER est dix fois plus sensible au Tamoxifene que 

T2 

Cre-ER . 



Dans le but d' augmenter la sensibilite de la 

T2 

15 recombinase chimerique Cre-ER au Tarn ou OHT, les 
inventeurs ont remplace dans Cre-ER T2 la V4 00 par G 
(mutant Cre-ER M543A/L544A, appele « Cre-ER T3 ») . Des 

T3 

souris transgeniques exprimant Cre-ER sous le 

controle du promoteur K5 ont ete obtenues, et une 

20 lignee Exprimant la recombinase chimerique a des 
niveaux similaires a ceux detectes dans les lignees K5- 
Cre-ER et K5-Cre-ER a ete generee (voir figure 9, et 
resultats non presentes) . 

La sensibilite a 1 T OHT a ete testee dans un 

25 premier temps en analysant la localisation 
intracellulaire des proteines chimeriques. Alors 

mo 

qu' apres un traitement par 0,1 mg d' OHT, Cre-ER et 

T3 

Cre-ER sont tous les deux localises dans les noyaux 
cellulaires, Cre-ER T3 est present dans une plus grande 
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fraction de ceux-ci a des doses plus faibles de Tarn ou 
d'OHT. A la dose de 0,001 mg, environ 1/3 des noyaux 
sont fortement marques par des anticorps anti-Cre dans 
la couche basale de l'epiderme des souris K5-Cre-ER T3 , 
5 alors qu'aucun noyau positif n' est observe dans la peau 
de souris K5-Cre-ER T2 (figure 10). Cette difference de 
sensibilite a egalement pu etre visualisee en utilisant 
les souris reportrices RosaR26R (Rosa fl/+ ) (Soriano, 
1999). En effet, bien que les niveaux d' excisions 
10 induits par 1 et 0, 1 mg de OHT soient similaires dans 
les deux lignees, 1' excision est nettement plus 
efficace dans les souris K5-Cre-ER T3 suite a des 
traitements par 0,01 et 0,001 mg de OHT, (figure 11). 
Notez qu'en 1' absence de traitement, aucune activite 
15 recombinase n' est detectee dans la lignee K5-Cre-ER T3 . 
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RE VEND I CAT I ONS 



1. Organisme metazoaire, a 1' exception de 
1'homme, caracterise en ce qu'au mo ins une cellule 
dudit organisme comprend au moins : 

(i) une proteine de fusion comprenant 

sequent iellement : 

une proteine recombinase ; 

- une region charniere d f au moins 15 acides 
amines ; 

- un polypeptide comprenant le domaine de liaison 
du ligand du recepteur nucleaire des oestrogenes 
humains, ou du recepteur nucleaire des 
oestrogenes des vertebres, et leurs variants 
naturels ou 1 1 un de leurs fragments, ledit 
polypeptide presentant au moins une mutation par 
rapport a la forme sauvage desdits domaines de 
liaison du ligand, ou de leurs variants 
naturels, ou de leurs fragments, 

ladite proteine de fusion ayant une activite 
recombinase negligeable, voire nulle, en presence de 
ligand naturel, et une activite recombinase induite par 
de faibles quant ites de ligand synthetique dote 
d f activite anti-cestrogenique ; 

(ii) une ou des sequence (s) d' ADN genique ou 
intergenique d' inter et appartenant naturel lement 
au genome dudit organisme dans laquelle 
(lesquelles) est (sont) insere (s) un ou plusieurs 
site(s) de reconnaissance de ladite proteine 
recombinase, la ou lesdites sequence (s) d' ADN 
d' interet etant localisee(s) dans 1'un ou 



plusieurs des chromosomes du genome de ladite 
cellule . 



2. Organisme selon la revendication 1, caracterise 
en ce que ladite proteine recombinase est selectionnee 
de preference dans le groupe des recombinases sites 
specifiques compose de la recombinase Cre du 
bacteriophage PI, la recombinase FLP de Saccharomyces 
cerevisiae, la recombinase R de pSRl de 
Zygo saccharomyces rouxii, la recombinase A de pKDl de 
Kluyveromyces drosophilarium, la recombinase A de pKWl 
de Kluyveromyces waltii, 1' integrase X Int, la 
recombinase du systeme de recombinaison GIN du phage 
Mu, de la recombinase bacterienne 0, ou une variante de 
celles-ci. 

3. Organisme selon la revendication 2, caracterise 
en ce que la recombinase est la recombinase Cre du 
bacteriophage PI et ses variants naturels ou 
synthetiques . 

4. Organisme selon les revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que lesdits sites de reconnaissance 
specifiques de ladite recombinase Cre sont choisis de 
preference dans le groupe compose des sequences Lox P, 
Lox 66, Lox 71, Lox 511, Lox 512, Lox 514. 

5. Organisme selon les revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que ladite region charniere comprend 
tout ou partie de la region charniere D d'un recepteur 
nucleaire des oestrogenes, region situee entre le 
domaine de liaison a l'ADN et le domaine de liaison du 
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ligand, soit un peptide f onctionnellement equivalent a 
ladite region charniere D. 

6. Organisme selon la revendication 5, caracterise 
en ce que ladite region charniere comprend les acides 
amines 282 a 301 de la sequence SEQ ID N° 2. 

7. Organisme selon l'une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que ledit polypeptide 
choisi parmi le domaine de liaison du ligand des 
recepteurs nucleaires des cestrogenes - humains ou ses 
variants naturels, ou 1'un de leurs fragments est le 
domaine de liaison du ligand du recepteur nucleaire des 
cestrogenes humain a ou ses variants naturels, ou l'un 
de leurs fragments et que ledit domaine de liaison du 
ligand ou l'un de ses variants naturels, ou l'un de 
leurs fragments presente au moins une mutation choisie 
dans le groupe : 

mutation (G521R) glycine vers arginine en position 
521 de la sequence SEQ ID N° 2 ou d' un variant naturel 
de cette sequence; 

mutation (G400V) glycine vers valine en position 
400 de la sequence SEQ ID N° 2 ou d'un variant naturel 
de cette sequence; 

mutation (methionine-leucine) vers (alanine- 
alanine) situe en position 543-544 (mutation 
M543A/L544A) de la sequence SEQ ID N° 2 ou d'un variant 
naturel de cette sequence. 



8. Organisme selon 
revendications precedentes , 
ladite proteine de fusion 



1 ' une quelconque 
caracterise en ce 
est codee par un gene 



des 
que 
de 
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fusion integre dans un ou plusieurs des chromosomes de 
ladite cellule dudit organisme, ledit gene de fusion 
etant sous le controle d' elements d' expression assurant 
son expression dans au moins une cellule dudit 
5 organisme. 

9. Organisme selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que ladite 
proteine de fusion est codee par un gene de fusion 

10 integre dans un vecteur d' expression extra- 
chromosomique, ledit gene de fusion- etant sous le 
controle d' elements d' expression assurant son 
expression dans au moins une cellule dudit organisme. 

10. Organisme selon l'une des revendications 8 et 
9, caracterise en ce que lesdits elements d' expression 
sont choisis parmi les elements controlant 1 ' expression 
tissus-specif iques ou cellules-specif iques et les 
elements d' expression ubiquitaires . 

11. Organisme selon les revendications 8 a 10, 
caracterise en ce que lesdits elements controlant 
1' expression sont choisis parmi les elements controlant 
1' expression assurant une expression constitutive et 
les elements controlant 1' expression assurant une 
expression inductible . 

12. Organisme selon les revendications 8 a 11, 
caracterise en ce que ledit element d 1 expression est 

30 choisi dans le groupe compose des promoteurs de la 
cytokeratine 14 (K 14), de la cytokeratine 5 (K 5) # de 
la proteine adipose 2 (aP2) et de 1' cc-l-antitrypsine . 
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13. Organisme selon l'une des revendications 8 a 
12, caracterise en ce que ledit gene de fusion de 
sequence SEQ ID N° 3 code pour la proteine de fusion 
Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4. 



14. Organisme selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 12, caracterise en ce que ledit gene 
de fusion de sequence SEQ ID N° 5 code pour la proteine 
de fusion Cre-ER T2 de sequence SEQ ID N° 6. 

15. Organisme selon l'une .quelconque des 
revendications 8 a 12, caracterise en ce que ledit gene 
de fusion de sequence SEQ ID N° 7 code pour la proteine 
de fusion Cre-ER T3 de sequence SEQ ID N° 8. 



16. Organisme selon les revendications 9 a 15, 
caracterise en ce que ledit gene de fusion comprend de 
preference dans le sens 5'— > 3' : 

- un fragment d'ADN codant pour la recombinase Cre du 
bacteriophage PI ou l'un de ses variants ; 

- un fragment d'ADN d'au moins 4 5 nucleotides codant au 
moins soit pour tout ou partie de la region charniere 
D d'un recepteur nucleaire des cestrogenes, soit pour 
un peptide f onctionnellement equivalent a ladite 
region charniere D ; et 

- un fragment d'ADN codant pour le domaine de liaison 
du ligand (LBD) d'un recepteur nucleaire des 
oestrogenes, ou de leurs variants, ledit fragment 
d'ADN presentant au moins une mutation conferant au 
LBD la capacite de repondre aux anti-cestrogenes 
synthetiques mais non pas aux agonistes cestrogeniques 
naturels . 
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17. Organisme selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que ladite 
proteine de fusion est introduite dans au moins une 
cellule dudit organisme. 

18. Organisme selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 17, caracterise en ce que ledit 
ligand synthetique dote d f activite anti-oestrogenique 
induisant 1' activite de la recombinase est choisi dans 
le groupe compose du Tamoxifene, du 4- 
hydroxyTamoxifene, de 1' ICI 164 384 et de l f ICI 182 
780. 

19. Organisme selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 
ladite sequence d'ADN d' interet est un gene selectionne 

dans le groupe compose de RXRa, RXRp, RXR y/ RAR a/ RARp, 
RAR 7 , SNF2p. 

20. Organisme selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que ledit 
organisme est un animal, notamment une souris. 

21. Organisme selon la revendication 20, 
caracterise en ce qu' au moins une des cellules de 
ladite souris comprend : 

un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 

T2 

Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ou Cre-ER de 
sequence ID N° 6, ou Cre-ER T3 de sequence ID N° 8, 
ledit gene de fusion etant sous le controle du 
promoteur de la cytokeratine K5 ; 
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une ou des sequences d'ADN chromosomique d' interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
encadree(s) de site lox (« floxees ») . 

22. Organisme selon la revendication 20, 
caracterise en ce qu'au moins une des cellules de 
ladite souris comprend : 

un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 
Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ou Cre-ER T2 de 
sequence ID N° 6, ou Cre-ER T3 de sequence ID N° 8, 
ledit gene de fusion etant sous ? le controle du 
promoteur de la cytokeratine K14 ; 

une ou des sequences d'ADN chromosomique d' interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
encadree(s) de site lox (« floxees ») . 

23. Organisme selon la revendication 20, 
caracterise en ce qu'au moins une des cellules de 
ladite souris comprend : 

un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 
Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ou Cre-ER T2 de 
sequence ID N 6, ou Cre-ER de sequence ID N° 8, 
ledit gene de fusion etant sous le controle du 
promoteur de la proteine adipose 2 (aP2) ; 
une ou des sequences d'ADN chromosomique d' interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
encadree(s) de site lox (« floxees ») . 

24. Organisme selon la revendication 20, 
caracterise en ce qu'au moins une des cellules de 
ladite souris comprend : 
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un gene de fusion codant pour la proteine de fusion 
Cre-ER T de sequence SEQ ID N° 4, ou Cre-ER T2 de 
sequence ID N° 6, ou Cre-ER T3 de sequence ID N° 8, 
ledit gene de fusion etant sous le controle du 
5 promoteur de 1' a-l-antitrypsine . 

une ou des sequences d'ADN chromosomique d' interet 
dans leur contexte chromatinien naturel et 
encadree(s) de site lox (« floxees ») . 

10 25. Procede de preparation d'un organisme 

metazoaire selon 1'une quelconque ders revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) obtention d'une cellule souche embryonnaire (ES) 
15 modifiee par insertion de site(s) de 

reconnaissance de ladite proteine recombinase dans 
ladite (lesdites) sequence (s) d'ADN d' interet, 
localisees dans un ou plusieurs chromosomes, par 
recombinaison homologue ; 
20 b) introduction de ladite cellule souche embryonnaire 
modifiee dans un embryon dudit organisme ; 

c) developpement dudit embryon jusqu'au stade d'un 
organisme adulte fertile ; 

d) croisement dudit organisme adulte fertile avec un 
25 organisme transgenique dont au moins une des 

cellules exprime ladite proteine de fusion et 
obtention des descendants issus dudit croisement ; 
et 

e) f acultativement , selection, parmi lesdits 
30 descendants, dudit organisme metazoaire. 
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26, Procede de preparation d'un organisme 
metazoaire selon l'une quelconque des revendications 1 
a 24, caracterise en ce qu' il comprend les etapes 
suivantes : 

a) Obtention d'une cellule somatique modifiee par 
insertion de site(s) de reconnaissance de ladite 
proteine recombinase dans ladite (lesdites) 
sequence (s) d'ADN d'interet localisee(s) dans un 
ou plusieurs chromosome ( s ) , par recombinaison 
homologue ; 

b) transfert du noyau de ladite cellule somatique 
modifiee dans le cytoplasme d'un' oocyte receveur 
enuclee / 

c) developpement de I'embryon obtenu a l'etape b) 
jusqu'au stade d'un organisme adulte fertile ; 

d) croisement dudit organisme adulte fertile avec un 
organisme transgenique dont au moins une des 
cellules exprime ladite proteine de fusion et 
obtention des descendants issus dudit croisement ; 
et 

e) f acultativement, selection, parmi les descendants 
dudit organisme metazoaire. 



27. Procede de preparation d'un organisme 
metazoaire selon 1 ' une quelconque des revendications 1 
a 24, caracterise en ce qu' il comprend les etapes 
suivantes : 

a) obtention d'une cellule souche embryonnaire (ES) 
modifiee par insertion de site(s) de 
reconnaissance de ladite proteine recombinase dans 
ladite (lesdites) sequence (s) d'ADN d'interet, 
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localisee(s) dans un ou plusieurs chromosome (s) , 
par recombinalson homologue ; 

b) introduction de ladite cellule souche embryonnaire 
modifiee dans un embryon dudit organisme ; 

c) developpement dudit embryon ; et 

d) introduction de ladite proteine de fusion dans au 
moins une cellule dudit embryon ou de 1' organisme 
issu du developpement dudit embryon. 

28. Precede de preparation d'un organisme 
metazoaire selon l'une quelconque des -revendications 1 
a 24, caracterise en ce qu' il comprend les etapes 
suivantes : 

a) Obtention d' une cellule somatique modifiee par 
insertion de site(s) de reconnaissance de ladite 
proteine recombinase dans ladite (lesdites) 
sequence (s) d'ADN d' interet localisee(s) dans un 
ou plusieurs chromosome ( s ) , par recombinaison 
homologue ; 

b) transfert du noyau de ladite cellule somatique 
modifiee dans le cytoplasme d'un oocyte receveur 
enuclee ; 

c) developpement dudit embryon ; et 

d) introduction de ladite proteine de fusion dans au 
moins une cellule dudit embryon ou dudit organisme 
issu du developpement dudit embryon. 

29. Procede de recombinaison, notamment 
d' excision, d' insertion, d' inversion, de translocation, 
conditionnelle au niveau de la sequence d'ADN d' interet 
dans laquelle est(sont) insere(s) un ou plusieurs sites 
de reconnaissance de ladite proteine recombinase, 
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ladite sequence d'ADN d' interet etant localisee dans un 
ou plusieurs des chromosomes dudit genome de ladite 
cellule dudit organisme selon les revendicat ions 1 a 
24, caracterise en ce qu' il comporte les etapes de : 

(i) mise en presence d' au moins une cellule dudit 
organisme avec un ligand synthetique dote 
d'activite ant i-oestrogenique ; 

(ii) induction de l'activite de la recombinase de 
ladite proteine de fusion par ledit ligand 
synthetique . 

30. Procede de deletion conditionnelle d'un 
fragment d'ADN dans lequel on met en ceuvre un procede 
d f excision selon la revendication 29 et dans lequel 
ledit (lesdits) fragment (s) d'ADN a exciser est(sont) 
encadre(s) par deux sites de reconnaissance de la 
proteine recombinase orientes en repetition directe . 

31, Procede d'obtention d'un organisme metazoaire, 
a 1' exception de l'homme, dont au moins une cellule 
possede un allele d'un gene d' interet inactive par un 
procede de deletion conditionnelle et dont 1' autre 
allele dudit gene d' interet possede une mutation, de 
preference limitee, dans des sequences exoniques et/ou 
regulatrices, ledit procede etant caracterise en ce 
qu'il permet d'obtenir chez un organisme metazoaire des 
mutations somatiques controlees dans l'espace et le 
temps et qui soient limitees (mutations ponctuelles, 
petites delitions ou insertion) dans des sequences 
exoniques et/ou regulatrices, et en ce qu' il comprend 
les etapes de : 
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a) obtention d'un organisme metazoaire dont au moins 
une cellule de la lignee germinale comporte ladite 
mutation dans un des alleles dudit gene 
d T interet ; 

5 b) croisement dudit organisme obtenu a l'etape a) 
avec un organisme selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 24 ; 

c) selection du descendant dont le genome comprend un 
gene d' interet dont un des alleles possede une 

10 mutation et 1' autre allele possede au moins deux 

sites de reconnaissance de proteines recombinases 
orientes en repetition directe ; 

d) mise en oeuvre du procede selon les revendications 
29 ou 30 de deletion conditionnelle du fragment 

15 d'ADN dudit allele dudit gene d' interet qui est 

encadre par au moins deux sites de reconnaissance 
de proteine recombinase orientes en repetition 
directe ; et 

e) obtention dudit organisme metazoaire dont le 
20 genome d' au moins une cellule comprend ledit gene 

d' interet dont un allele est inactive, tandis que 
1' autre allele possede une mutation somatique de 
preference limitee, et de preference dans des 
sequences exoniques et/ou regulatrices . 

25 

32. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 29 a 31, caracterise en ce que lesdits 
sites de reconnaissance specifiques de la proteine 
recombinase sont les sites Lox P et ladite proteine 
30 recombinase est la proteine Cre du bacteriophage PI, ou 
l'un de ses variants. 
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33. Organisme susceptible d'etre obtenu par la 
mise en auvre d'un procede selon les revendications 25 
a 32. 



5 34. Organisme selon la revendication 33, 

caracterise en ce qu'il s'agit d'un animal, notamment 
d'une souris. 

35. Procede d' analyse ou d' etude de la fonction 
10 biologique d'une sequence d'ADN d' interet, notamment 
d'un gene, caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
de : 

(i) mise en presence d'un organisme selon l'une des 
revendications 1 a 24, 33 et 34, ou de cellules 

15 isolees dudit organisme avec un ligand 

synthetique dote d'activite anti-ces trogenique ; 

(ii) facultativement 1' induction de 1' expression de 
ladite proteine de fusion ; 

(iii) mise en evidence de l'evenement de recombinaison 
20 catalyse par 1 ' activiter "recombinase de ladite 

proteine de fusion ; 

(iv) etude ou analyse biochimique, physiologique, 
phenotypique, comportementale, de ladite cellule 
ou dudit organisme. 

25 

36. Procede selon les revendications 29, 30, 31, 
32 et 35, caracterise en ce que la mise en presence 
desdites cellules dudit organisme avec ledit ligand 
synthetique se fait selon une voie d' administration 
30 choisie parmi la voie orale, la voie topique, 
1' injection, notamment 1' injection intramusculaire, 
intraveineuse, intracerebral, intrarachidienne, 



intraperitoneal, ou encore dans le cas d' embryons, de 
foetus et de nouveau-nes avant le sevrage par 
administration dudit ligand synthetique a la mere. 



37 . Procede de criblage de composes susceptibles 
d'etre utilises comme medicament pour le traitement 
preventif et/ou curatif de pathologies associees a une 
alteration de 1' expression et/ou de la fonction de 
ladite sequence d'ADN d' interet caracterise en ce qu' il 
comporte l'etape d' administration dudit compose dans un 
organisme selon les revendications 1 a 24, 33 et 34. 

38. Utilisation d'un organisme selon l'une 
quelconque des revendications 1 £^24/ 33 et 34 ou de 
cellules derivees dudit organisme pour realiser une 
recombinaison site-specif ique spatio-temporellement 
controlees de ladite sequence d'ADN d' interet dans son 
environnement chromatinien naturel, avec une efficacite 
d f au moins 85% en presence de ligand synthetique dote 
d T activite anti-oestrogenique dans les cellules dudit 
organisme exprimant ladite proteine de fusion et avec 
une efficacite au moins inferieure a 5% en absence 
dudit ligand synthetique ou en presence de ligand 
naturel dans les cellules dudit organisme exprimant 
ladite proteine de fusion. 

39. Utilisation selon la revendication 38, 
caracterisee en ce que lesdites cellules dudit 
organisme sont choisies parmi les cellules de 
l'epiderme, les hepatocytes, les adipocytes. 
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40. Souris transgenique K5-Cre-ER T / RXRa L2/L2 dont 
le gene RXR« peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de l'epiderme par la mise en ceuvre d'un 
procede de deletion conditionnelle suite a un 
traitement par un ligand synthetique dote d'activite 
anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau. 

41. Souris transgenique KS-Cre-ER 52 / RXR a L2/L2 dont 
le gene RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de l'epiderme par la mise en oeuvre d'un 
procede de deletion conditionnelle suite a un 
traitement par un ligand synthetique dote d'activite 
anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau. 



42. Souris transgenique K5-Cre-ER T3 / RXRa L2/L2 dont 
le gene RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
keratinocytes de l'epiderme par la mise en oeuvre d'un 
procede de deletion conditionnelle suite a un 
25 traitement par un ligand synthetique dote d'activite 
anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau . 

30 



10 



20 
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T L2/L2 

43. Souris transgenique K14-Cre-ER / RXRa dont 

le gene RXR« peut etre select ivement inactive dans les 
keratinocytes de l'epiderme par la mise en ceuvre d'un 
procede de deletion conditionnelle suite a un 
traitement par un ligand synthetique dote d' activite 
anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau . 



f. mO Ij2/L2 

44. Souris transgenique K14-Cre-ER / RXRa 



dont le gene RXRa peut etre selectivement inactive dans 
les keratinocytes de l'epiderme par la mise en oeuvre 
d'un procede de deletion conditionnelle suite a un 
15 traitement par un ligand synthetique dote d' activite 
anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau. 



T3 L2/L2 

45. Souris transgenique K14-Cre-ER / RXRa 



dont le gene RXR a peut etre selectivement inactive dans 
les keratinocytes de l'epiderme par la mise en ceuvre 
d T un procede de deletion conditionnelle suite a un 
25 traitement par un ligand synthetique dote d' activite 
anti-oestrogenique, entrainant chez ladite souris une 
alopecie, et/ou une hyperprolif eration des 

keratinocytes et/ou une reaction inf lammatoire de la 
peau . 

30 
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46. Sour is transgenique aAT-Cre-ER T / RXRa L2/L2 dont 
le gene RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
hepatocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d f activite anti-oestrogenique 
entrainant chez ladite souris notamment une alteration 
de la proliferation des hepatocytes. 



47. Souris transgenique ocAT-Cre-ER T2 / RXR a L2/L2 
dont le gene RXRa peut etre selectivement inactive dans 
les hepatocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d f activite anti-oestrogenique 
.entrainant chez ladite souris notamment une alteration 
de la proliferation des hepatocytes. 



48. Souris transgenique cxAT-Cre-ER T3 / RXR a L2/L2 
dont le gene RXR a peut etre selectivement inactive dans 
les hepatocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d' activite anti-cestrogenique 
entrainant chez ladite souris notamment une alteration 
de la proliferation des hepatocytes. 



49. Souris transgenique aP2-Cre-ER T / RXR a L2/L2 dont 
le gene RXRa peut etre selectivement inactive dans les 
adipocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d ? activite anti-oestrogenique 



entralnant chez ladite souris une alteration du 
metabolisme des lipides dans les adipocytes et/ou un 
diabete . 

T2 L2/L2 

50. Souris transgenique aP2-Cre-ER / RXRa 

dont le gene RXRa peut etre selectivement inactive dans 
les adipocytes par la raise en ceuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d'activite anti-cestrogenique 
entralnant chez ladite souris une alteration du 
metabolisme des lipides dans les adipocytes et/ou un 
diabete - 

T3 L2/L2 

51. Souris transgenique aP2-Cre-ER / RXRa 

dont le gene RXR a peut etre selectivement inactive dans 
les adipocytes par la mise en oeuvre d'un procede de 
deletion conditionnelle suite a un traitement par un 
ligand synthetique dote d'activite anti-oestrogenique 
entralnant chez ladite souris une alteration du 
metabolisme des lipides dans les adipocytes et/ou un 
diabete . 

52. Souris transgenique selon 1 1 une des 
revendications 40 a 51, caracterisee en ce que ledit 
gene RXR a est inactive par la mise en oeuvre d'un 
procede selon la revendication 30. 

53. Procede de criblage de composes susceptibles 
d'etre utilises comme medicament pour le traitement 
preventif et/ou curatif de 1'alopecie et/ou de 
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1 'hyperproliferation des keratinocytes et/ou des 
reactions inf lammatoires de la peau, caracterise en ce 
qu'il comporte 1 ' etape d • administration dudit compose 
dans une souris selon les revendications 40 a 45 et 52. 

54. Procede de criblage de composes susceptibles 
d'etre utilises comme medicament pour favoriser 
notamment la regeneration hepatique, caracterise en ce 
qu'il comporte 1 ' etape d ' administration dudit compose 
dans une souris selon les revendications 4 6 a 4 8 et 52. 



55. Procede de criblage de composes susceptibles 
d'etre utilises comme medicament pour le traitement 
preventif et/ou curatif du diabete et/ou pour le 
15 traitement de l'obesite, caracterise en ce qu'il 
comporte 1- etape d ' administration dudit compose dans 
une souris selon les revendications 49 a 52. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> ASSOCIATION POUR LE DEVELOPPEMENT DE LA RECHERCHE EN GENETIQUE MOLECULAIRE 
(ADEREGEM) 

<120> Souris transgenique pour la recombinaison ciblee mediee 
par la Cre-ER modifiee 

<130> D18961 

<140> 
<141> 

<160> 14 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1788 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1788) 

<400> 1 

atg acc atg acc etc cac acc aaa gca tct ggg atg gec eta ctg cat 4 8 

Met Thr Met Thr Leu His Thr Lys Ala Ser Gly Met Ala Leu Leu His 

15 10 15 

cag ate caa ggg aac gag ctg gag ccc ctg aac cgt ccg cag etc aag 96 
Gin lie Gin Gly Asn Glu Leu Glu Pro Leu Asn Arg Pro Gin Leu Lys 
20 25 30 

ate ccc ctg gag egg ccc ctg ggc gag gtg tac ctg gac age age aag 144 
lie Pro Leu Glu Arg Pro Leu Gly Glu Val Tyr Leu Asp Ser Ser Lys 
35 40 45 

ccc gee gtg tac aac tac ccc gag ggc gee gee tac gag ttc aac gec 192 
Pro Ala Val Tyr Asn Tyr Pro Glu Gly Ala Ala Tyr Glu Phe Asn Ala 
50 55 60 

gcg gec gec gee aac gcg cag gtc tac ggt cag acc ggc etc ccc tac 240 
Ala Ala Ala Ala Asn Ala Gin Val Tyr Gly Gin Thr Gly Leu Pro Tyr 
65 70 75 80 

ggc ccc ggg tct gag get gcg gcg ttc ggc tec aac ggc ctg ggg ggt 288 
Gly Pro Gly Ser Glu Ala Ala Ala Phe Gly Ser Asn Gly Leu Gly Gly 
85 90 95 

ttc ccc cca etc aac age gtg tct ccg age ccg ctg atg eta ctg cac 336 
Phe Pro Pro Leu Asn Ser Val Ser Pro Ser Pro Leu Met Leu Leu His 
100 105 110 

ccg ccg ccg cag ctg teg cct ttc ctg cag ccc cac ggc cag cag gtg 384 
Pro Pro Pro Gin Leu Ser Pro Phe Leu Gin Pro His Gly Gin Gin Val 
115 120 125 

ccc tac tac ctg gag aac gag ccc age ggc tac acg gtg cgc gag gee 432 
Pro Tyr Tyr Leu Glu Asn Glu Pro Ser Gly Tyr Thr Val Arg Glu Ala 
130 135 140 



0 



ggc ccg ccg gca ttc tac agg cca aat tea gat aat cga cgc cag ggt 4 80 
Gly Pro Pro Ala Phe Tyr Arg Pro Asn Ser Asp Asn Arg Arg Gin Gly 
b 150 155 16Q 

ggc aga gaa aga ttg gec agt acc aat gac aag gga agt atg get atg 528 
Gly Arg Glu Arg Leu Ala Ser Thr Asn Asp Lys Gly Ser Met Ala Met 
165 170 175 

gaa tct gee aag gag act cgc tac tgt gca gtg tgc aat gac tat get 
Glu Ser Ala Lys Glu Thr Arg Tyr Cys Ala Val Cys Asn Asp Tyr Ala 
180 185 190 

tea ggc tac cat tat gga gtc tgg tec tgt gag ggc tgc aag gee ttc 
Ser Gly Tyr His Tyr Gly Val Trp Ser Cys Glu Gly Cys Lys Ala Phe 
195 200 205 

ttc aag aga agt att caa gga cat aac gac tat atg tgt cca gec acc 
Phe Lys Arg Ser He Gin Gly His Asn Asp Tyr Met Cys Pro Ala Thr 
21° 215 220 

aac cag tgc acc att gat aaa aac agg agg aag age tgc cag gec tgc 
Asn Gin Cys Thr He Asp Lys Asn Arg Arg Lys Ser Cys Gin Ala Cys 
225 230 235 240 

egg etc cgc aaa tgc tac gaa gtg gga atg atg aaa ggt ggg ata cga 
Arg Leu Arg Lys Cys Tyr Glu Val Gly Met Met Lys Gly Gly He Arg 
245 250 255 

aaa gac cga aga gga ggg aga atg ttg aaa cac aag cgc cag aga gat 
Lys Asp Arg Arg Gly Gly Arg Met Leu Lys His Lys Arg Gin Arg Asp 
260 265 270 

gat ggg gag ggc agg ggt gaa gtg ggg tct get gga gac atg aga get 
Asp Gly Glu Gly Arg Gly Glu Val Gly Ser Ala Gly Asp Met Arg Ala 
275 280 285 

gec aac ctt tgg cca age ccg etc atg ate aaa cgc tct aag aag aac 
Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met He Lys Arg Ser Lys Lys Asn 
290 295 300 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



age ctg gee ttg tec ctg acg gec gac cag atg gtc agt gec ttg ttg 
Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu Leu 
305 310 315 320 



960 



gat get gag ccc ccc ata etc tat tec gag tat gat cct acc aga ccc 1008 

Asp Ala Glu Pro Pro He Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg Pro 

325 330 335 

ttc agt gaa get teg atg atg ggc tta ctg acc aac ctg gca gac agg 1056 

Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp Arg 

340 345 350 



gag ctg gtt cac atg ate aac tgg gcg aag agg gtg cca ggc ttt gtg 
Glu Leu Val His Met He Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Gly Phe Val 
355 360 365 



1104 



gat ttg acc etc cat gat cag gtc cac ctt eta gaa tgt gee tgg eta 1152 
Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp Leu 
370 375 380 



_g^g_a£jc_cjtjg_atjg_att_g.^^^ 

Glu lie Leu Met lie Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro Gly 

385 390 395 400 

aag eta ctg ttt get cct aac ttg etc ttg gac agg aac cag gga aaa 1248 

Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly Lys 
405 410 415 

tgt gta gag ggc atg gtg gag ate ttc gac atg ctg ctg get aca tea 1296 

Cys Val Glu Gly Met Val Glu lie Phe Asp Met Leu Leu Ala Thr Ser 
420 425 430 

tct egg ttc cgc atg atg aat ctg cag gga gag gag ttt gtg tgc etc 1344 

Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys Leu 
435 440 445 

aaa tct att att ttg ctt aat tct gga gtg tac aca ttt ctg tec age 1392 

Lys Ser lie lie Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser Ser 
450 455 460 

acc ctg aag tct ctg gaa gag aag gac cat ate cac cga gtc ctg gac 1440 

Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His lie His Arg Val Leu Asp 

465 470 475 * 480 

aag ate aca gac act ttg ate cac ctg atg gee aag gca ggc ctg acc 1488 

Lys lie Thr Asp Thr Leu lie His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu Thr 
485 490 495 

ctg cag cag cag cac cag egg ctg gee cag etc etc etc ate etc tec 1536 

Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu Leu Leu lie Leu Ser 
500 505 510 

cac ate agg cac atg agt aac aaa ggc atg gag cat ctg tac age atg 1584 

His lie Arg His Met Ser Asn Lys Gly Met Glu His Leu Tyr Ser Met 
515 520 525 

aag tgc aag aac gtg gtg ccc etc tat gac ctg ctg ctg gag atg ctg 1632 

Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Met Leu 
530 535 540 

gac gee cac cgc eta cat gcg ccc act age cgt gga ggg gca tec gtg 1680 

Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala Ser Val 

545 550 555 560 

gag gag acg gac caa age cac ttg gee act gcg ggc tct act tea teg 1728 

Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser Ser 
565 570 575 

cat tec ttg caa aag tat tac ate acg ggg gag gca gag ggt ttc cct 1776 

His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr lie Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe Pro 
580 585 590 

gee aca gtc tga 17 8 8 

Ala Thr Val 
595 



<210> 2 
<211> 595 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



4 



<400> 2 

Met Thr Met Thr Leu His Thr Lys Ala Ser Gly Met Ala Leu Leu His 

1 5 10 



15 



Gin He Gin Gly Asn Glu Leu Glu Pro Leu Asn Arg Pro Gin Leu Lvs 
20 25 30 

He Pro Leu Glu Arg Pro Leu Gly Glu Val Tyr Leu Asp Ser Ser Lys 
35 40 45 

Pro Ala Val Tyr Asn Tyr Pro Glu Gly Ala Ala Tyr Glu Phe Asn Ala 
50 55 60 

Ala Ala Ala Ala Asn Ala Gin Val Tyr Gly Gin Thr Gly Leu Pro Tyr 
65 ™ 75 80 

Gly Pro Gly Ser Glu Ala Ala Ala Phe Gly Ser Asn Gly Leu Gly Gly 
85 90 95 

Phe Pro Pro Leu Asn Ser Val Ser Pro Ser Pro Leu Met Leu Leu His 
100 105 HO 

Pro Pro Pro Gin Leu Ser Pro Phe Leu Gin Pro His Gly Gin Gin Val 
115 120 125 

Pro Tyr Tyr Leu Glu Asn Glu Pro Ser Gly Tyr Thr Val Arg Glu Ala 
130 135 140 

Gly Pro Pro Ala Phe Tyr Arg Pro Asn Ser Asp Asn Arg Arg Gin Glv 
145 150 155 i 6 o 

Gly Arg Glu Arg Leu Ala Ser Thr Asn Asp Lys Gly Ser Met Ala Met 
165 170 175 

Glu Ser Ala Lys Glu Thr Arg Tyr Cys Ala Val Cys Asn Asp Tyr Ala 
180 185 190 

Ser Gly Tyr His Tyr Gly Val Trp Ser Cys Glu Gly Cys Lys Ala Phe 
195 200 205 

Phe Lys Arg Ser He Gin Gly His Asn Asp Tyr Met Cys Pro Ala Thr 
210 215 220 

Asn Gin Cys Thr He Asp Lys Asn Arg Arg Lys Ser Cys Gin Ala Cys 
225 230 235 240 

Arg Leu Arg Lys Cys Tyr Glu Val Gly Met Met Lys Gly Gly He Aro 
245 250 255 

Lys Asp Arg Arg Gly Gly Arg Met Leu Lys His Lys Arg Gin Arg Asp 
260 265 270 

Asp Gly Glu Gly Arg Gly Glu Val Gly Ser Ala Gly Asp Met Arg Ala 
275 280 285 

Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met He Lys Arg Ser Lys Lys Asn 
290 295 300 

Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu Leu 
305 310 315 320 



5 



Asp Ala Glu Pro Pro lie Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg Pro 
325 330 335 

Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp Arg 
340 345 350 

Glu Leu Val His Met lie Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Gly Phe Val 
355 360 365 

Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp Leu 
370 375 380 

Glu lie Leu Met lie Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro Gly 
385 390 395 400 

Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly Lys 
405 410 415 

Cys Val Glu Gly Met Val Glu lie Phe Asp Met Leu Leu Ala Thr Ser 
420 425 430 

Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys Leu 
435 440 445 

Lys Ser lie lie Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser Ser 
450 455 460 

Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His lie His Arg Val Leu Asp 
465 470 475 480 

Lys lie Thr Asp Thr Leu lie His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu Thr 
485 490 495 

Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu Leu Leu lie Leu Ser 
500 505 510 

His lie Arg His Met Ser Asn Lys Gly Met Glu His Leu Tyr Ser Met 
515 520 525 

Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Met Leu 
530 535 540 

Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala Ser Val 
545 550 555 560 

Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser Ser 
565 570 575 

His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr lie Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe Pro 
580 585 590 



Ala Thr 



Val 
595 



<210> 3 
<211> 1983 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1983) 



<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : Sequence 
chimerique Homos apiens -Bacteriophage PI 



<400> 3 



atg tec aat tta ctg acc gta cac caa aat ttg cct gca tta ccg gtc 48 
Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gin Asn Leu Pro Ala Leu Pro Val 
1 5 10 



15 



gat gca acg agt gat gag gtt cgc aag aac ctg atg gac atg ttc agg 96 
Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys Asn Leu Met Asp Met Phe Arq 
20 25 30 



gat cgc cag gcg ttt tct gag cat acc tgg aaa atg ctt ctg tec gtt 
Asp Arg Gin Ala Phe Ser Glu His Thr Trp Lys Met Leu Leu Ser Val 
35 40 45 



60 



144 



tgc egg teg tgg gcg gca tgg tgc aag ttg aat aac egg aaa tgg ttt 192 
Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys Leu Asn Asn Arg Lys Trp Phe 
50 55 



ccc gca gaa cct gaa gat gtt cgc gat tat ctt eta tat ctt cag gcg 240 
Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp Tyr Leu Leu Tyr Leu Gin Ala 
65 • ™ 75 80 

cgc ggt ctg gca gta aaa act ate cag caa cat ttg ggc cag eta aac 288 
Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr lie Gin Gin His Leu Gly Gin Leu Asn 
85 90 95 

atg ctt cat cgt egg tec ggg ctg cca cga cca agt gac age aat get 336 
Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro Arg Pro Ser Asp Ser Asn Ala 
100 105 110 

gtt tea ctg gtt atg egg egg ate cga aaa gaa aac gtt gat gee ggt 384 
Val Ser Leu Val Met Arg Arg He Arg Lys Glu Asn Val Asp Ala Gly 
115 120 125 

gaa cgt gca aaa cag get eta gcg ttc gaa cgc act gat ttc gac cag 432 
Glu Arg Ala Lys Gin Ala Leu Ala Phe Glu Arg Thr Asp Phe Asp Gin 
130 135 14Q 

gtt cgt tea etc atg gaa aat age gat cgc tgc cag gat ata cgt aat 480 
Val Arg Ser Leu Met Glu Asn Ser Asp Ara Cys Gin Asp He Arg Asn 
145 150 155 160 

ctg gca ttt ctg ggg att get tat aac acc ctg tta cgt ata gec gaa 528 
Leu Ala Phe Leu Gly He Ala Tyr Asn Thr Leu Leu Arg He Ala Glu 
165 170 175 

att gee agg ate agg gtt aaa gat ate tea cgt act gac ggt ggg aga 576 
He Ala Arg He Arg Val Lys Asp He Ser Arg Thr Asp Gly Gly Arg 
180 185 190 

atg tta ate cat att ggc aga acg aaa acg ctg gtt age acc gca ggt 624 
Met Leu He His He Gly Arg Thr Lys Thr Leu Val Ser Thr Ala Gly 
195 200 205 



7 



• 



gta gag aag gca ctt age ctg ggg gta act aaa ctg gtc gag cga tgg 672 

Val Glu Lys Ala Leu Ser Leu Gly Val Thr Lys Leu Val Glu Arg Trp 
210 215 220 

att tec gtc tct ggt gta get gat gat ccg aat aac tac ctg ttt tgc 720 

lie Ser Val Ser Gly Val Ala Asp Asp Pro Asn Asn Tyr Leu Phe Cys 

225 230 235 240 

egg gtc aga aaa aat ggt gtt gec gcg cca tct gee ace age cag eta 768 

Arg Val Arg Lys Asn Gly Val Ala Ala Pro Ser Ala Thr Ser Gin Leu 
245 250 255 

tea act cgc gee ctg gaa ggg att ttt gaa gca act cat cga ttg att 816 

Ser Thr Arg Ala Leu Glu Gly lie Phe Glu Ala Thr His Arg Leu lie 
260 265 270 

tac ggc get aag gat gac tct ggt cag aga tac ctg gee tgg tct gga 864 

Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly Gin Arg Tyr Leu Ala Trp Ser Gly 
275 280 285 

cac agt gec cgt gtc gga gee gcg cga gat atg gec cgc get gga gtt 912 

His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg Asp Met Ala Arg Ala Gly Val 
290 295 300 

tea ata ccg gag ate atg caa get ggt ggc tgg ace aat gta aat att 960 

Ser lie Pro Glu lie Met Gin Ala Gly Gly Trp Thr Asn Val Asn lie 

305 310 315 320 

gtc atg aac tat ate cgt aac ctg gat agt gaa aca ggg gca atg gtg 1008 

Val Met Asn Tyr lie Arg Asn Leu Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val 
325 330 335 

cgc ctg ctg gaa gat ggc gat etc gag cca tct get gga gac atg aga 1056 

Arg Leu Leu Glu Asp Gly Asp Leu Glu Pro Ser Ala Gly Asp Met Arg 
340 345 350 

get gec aac ctt tgg cca age ccg etc atg ate aaa cgc tct aag aag 1104 

Ala Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met lie Lys Arg Ser Lys Lys 
355 360 365 

aac age ctg gee ttg tec ctg acg gec gac cag atg gtc agt gec ttg 1152 

Asn Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu 
370 375 380 

ttg gat get gag ccc ccc ata etc tat tec gag tat gat cct ace aga 1200 

Leu Asp Ala Glu Pro Pro lie Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg 

385 390 395 400 

ccc ttc agt gaa get teg atg atg ggc tta ctg acc aac ctg gca gac 1248 

Pro Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp 
405 410 415 

agg gag ctg gtt cac atg ate aac tgg gcg aag agg gtg cca ggc ttt 1296 
Arg Glu Leu Val His Met lie Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Gly Phe 
420 425 430 



gtg gat ttg acc etc cat gat cag gtc cac ctt eta gaa tgt gec tgg 
Val Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp 
435 440 445 



1344 



8 



eta gag ate ctg atg att ggt etc gtc tgg cgc tec atg gag cac cca 1392 
Leu Glu He Leu Met He Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro 
450 455 460 

ggg aag eta ctg ttt get cct aac ttg etc ttg gac agg aac cag gga 1440 
Gly Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly 
465 470 475 480 

aaa tgt gta gag ggc atg gtg gag ate ttc gac atg ctg ctg get aca 1488 
Lys Cys Val Glu Gly Met Val Glu He Phe Asp Met Leu Leu Ala Thr 
485 490 495 

tea tct egg ttc cgc atg atg aat ctg cag gga gag gag ttt gtg tgc 1536 
Ser Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys 
500 505 510 

etc aaa tct att att ttg ctt aat tct gga gtg tac aca ttt ctg tec 1584 
Leu Lys Ser He He Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser 
515 520 525 

age acc ctg aag tct ctg gaa gag aag gac cat ate cac cga gtc ctg 1632 
Ser Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His He His Arg Val Leu 
530 535 540 

gac aag ate aca gac act ttg ate cac ctg atg gec aag gca ggc ctg 1680 
Asp Lys He Thr Asp Thr Leu He His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu 
545 550 555 560 

acc ctg cag cag cag cac cag egg ctg gec cag etc etc etc ate etc 1728 
Thr Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu Leu Leu He Leu 
565 570 575 

tec cac ate agg cac atg agt aac aaa aga atg gag cat ctg tac age 1776 
Ser His He Arg His Met Ser Asn Lys Arg Met Glu His Leu Tyr Ser 
580 585 590 

atg aag tgc aag aac gtg gtg ccc etc tat gac ctg ctg ctg gag atg 1824 
Met Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Met 
595 600 605 

ctg gac gec cac cgc eta cat gcg ccc act age cgt gga ggg gca tec 1872 
Leu Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala Ser 
610 615 620 

gtg gag gag acg gac caa age cac ttg gee act gcg ggc tct act tea 1920 
Val Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser 
625 630 635 640 

teg cat tec ttg caa aag tat tac ate acg ggg gag gca gag ggt ttc 1968 
Ser His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr He Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe 
645 650 655 

cct gec aca gtc tga 1983 
Pro Ala Thr Val 
660 



<210> 4 
<211> 660 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



9 



_<2.23>— Desca^i-pt^i-en— de~l-^ 

chimerique Homosapiens-Bacteriophage PI 

<400> 4 

Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gin Asn Leu Pro Ala Leu Pro Val 
15 10 15 

Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys Asn Leu Met Asp Met Phe Arg 
20 25 30 

Asp Arg Gin Ala Phe Ser Glu His Thr Trp Lys Met Leu Leu Ser Val 
35 40 45 

Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys Leu Asn Asn Arg Lys Trp Phe 
50 55 60 

Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp Tyr Leu Leu Tyr Leu Gin Ala 
65 70 75 80 

Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr lie Gin Gin His Leu Gly Gin Leu Asn 
85 90 95 

Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro Arg Pro Ser Asp Ser Asn Ala 
100 105 110 

Val Ser Leu Val Met Arg Arg lie Arg Lys Glu Asn Val Asp Ala Gly 
115 120 125 

Glu Arg Ala Lys Gin Ala Leu Ala Phe Glu Arg Thr Asp Phe Asp Gin 
130 135 140 

Val Arg Ser Leu Met Glu Asn Ser Asp Arg Cys Gin Asp lie Arg Asn 
145 150 155 160 

Leu Ala Phe Leu Gly lie Ala Tyr Asn Thr Leu Leu Arg lie Ala Glu 
165 170 175 

lie Ala Arg lie Arg Val Lys Asp lie Ser Arg Thr Asp Gly Gly Arg 
180 185 190 

Met Leu lie His lie Gly Arg Thr Lys Thr Leu Val Ser Thr Ala Gly 
195 200 205 

Val Glu Lys Ala Leu Ser Leu Gly Val Thr Lys Leu Val Glu Arg Trp 
210 215 220 

lie Ser Val Ser Gly Val Ala Asp Asp Pro Asn Asn Tyr Leu Phe Cys 
225 230 235 240 

Arg Val Arg Lys Asn Gly Val Ala Ala Pro Ser Ala Thr Ser Gin Leu 
245 250 255 

Ser Thr Arg Ala Leu Glu Gly lie Phe Glu Ala Thr His Arg Leu lie 
260 265 270 

Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly Gin Arg Tyr Leu Ala Trp Ser Gly 
275 280 285 



His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg Asp Met Ala Arg Ala Gly Val 
290 295 300 



10 



Ser lie Pro Glu He Met Gin Ala Gly Gly Trp Thr Asn Val Asn He 

310 315 32Q 

Val Met Asn Tyr lie Arg Asn Leu Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val 
325 330 335 

Arg Leu Leu Glu Asp Gly Asp Leu Glu Pro Ser Ala Gly Asp Met Arg 
J4 ° 345 350 

Ala Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met He Lys Arg Ser Lys Lys 
355 360 365 

Asn Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu 
370 375 380 

Leu Asp Ala Glu Pro Pro He Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg 

390 395 40Q 

Pro Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp 
405 410 415 

Arg Glu Leu Val His Met lie Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Gly Phe 
420 425 430 > 

Val Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp 
435 440 445 ^ 

Leu Glu He Leu Met He Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro 
450 455 46Q 

Gly Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly 
5 470 475 480 

Lys Cys Val Glu Gly Met Val Glu lie Phe Asp Met Leu Leu Ala Thr 
485 490 4g5 

Ser Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys 
500 505 510 

Leu Lys Ser He He Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser 
515 520 525 

Ser Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His He His Arg Val Leu 
JU 535 540 

Asp Lys He Thr Asp Thr Leu lie His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu 

550 555 560 

Thr Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu Leu Leu He Leu 
565 570 575 

Ser His He Arg His Met Ser Asn Lys Arg Met Glu His Leu Tyr Ser 
580 585 5go 

Met Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Met 
595 600 605 



Leu Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala Ser 
610 615 620 

Val Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser 



11 

.6.23 63.0 6.3.5 <5AQ 

Ser His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr lie Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe 
645 650 655 

Pro Ala Thr Val 
660 



<210> 5 
<211> 1983 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1983) 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
chimerique Homosapiens- Bacteriophage PI 

<400> 5 

atg tec aat tta ctg acc gta cac caa aat ttg cct gca tta ccg gtc 48 

Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gin Asn Leu Pro Ala Leu Pro Val 

.1 5 10 15 

gat gca acg agt gat gag gtt cgc aag aac ctg atg gac atg ttc agg 96 
Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys Asn Leu Met Asp Met Phe Arg 
20 25 30 

gat cgc cag gcg ttt tct gag cat acc tgg aaa atg ctt ctg tec gtt 144 
Asp Arg Gin Ala Phe Ser Glu His Thr Trp Lys Met Leu Leu Ser Val 
35 40 45 



tgc egg teg tgg gcg gca tgg tgc aag ttg aat aac egg aaa tgg ttt 
Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys Leu Asn Asn Arg Lys Trp Phe 
50 55 60 



cgc ggt ctg gca gta aaa act ate cag caa cat ttg ggc cag eta aac 
Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr lie Gin Gin His Leu Gly Gin Leu Asn 
85 90 95 



192 



ccc gca gaa cct gaa gat gtt cgc gat tat ctt eta tat ctt cag gcg 240 
Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp Tyr Leu Leu Tyr Leu Gin Ala 
65 70 75 80 



288 



atg ctt cat cgt egg tec ggg ctg cca cga cca agt gac age aat get 336 

Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro Arg Pro Ser Asp Ser Asn Ala 

100 105 HO 

gtt tea ctg gtt atg egg egg ate cga aaa gaa aac gtt gat gee ggt 384 

Val Ser Leu Val Met Arg Arg lie Arg Lys Glu Asn Val Asp Ala Gly 

115 120 125 

gaa cgt gca aaa cag get eta gcg ttc gaa cgc act gat ttc gac cag 432 

Glu Arg Ala Lys Gin Ala Leu Ala Phe Glu Arg Thr Asp Phe Asp Gin 

130 135 140 



gtt cgt tea etc atg gaa aat age gat cgc tgc cag gat ata cgt aat 480 



12 



Val Arg Ser Leu Met Glu Asn Ser Asp Arg Cys Gin Asp He Arg Asn 

150 155 16Q 

ctg gca ttt ctg ggg att get tat aac acc ctg tta cat ata acr ax* 
Leu Ala Phe Leu Gly He Ala Tyr Asn Thr Leu Leu Arg He Ala Tlu 
165 170 1?5 

l\l IT t^ C 9tt 333 gat atC tCa c 9 fc act ? ac ggg aga 576 

He Ala Arg He Arg Val Lys Asp He Ser Arg Thr Asp Gly Gly Arq 

180 185 190 

atg tta ate cat att ggc aga acg aaa acg ctg gtt age acc gca ggt 
Met Leu He Hxs He Gly Arg Thr Lys Thr Leu Val Ser Thr Ala Gly 
195 200 205 

gta gag aag gca ctt age ctg ggg gta act aaa ctg gtc gag cga tag 672 
Val Glu Lys Ala Leu Ser Leu Gly Val Thr Lys Leu Val Glu Arg Trp 
10 215 220 

tT T° tCt 9gt 9ta gCt gat gat cc ^ aat aac tac <=tg ttt tgc 720 
He Ser Val Ser Gly Val Ala Asp Asp Pro Asn Asn Tyr Leu Phe Cys 
ZZi> 230 



624 



235 f 240 

Arn ^ gC ° gCg CC * t<=t ^ 3CC ^ <= a g <=ta 

Arg Val Arg Lys Asn Gly Val Ala Ala Pro Ser Ala Thr Ser Gin Leu 
245 250 255 

tea act cgc gee ctg gaa ggg att ttt gaa gca act cat cga ttq att 
Ser Thr Arg Ala Leu Glu Gly He Phe Glu Ala Thr His Arg Leu lie 



260 265 



270 



Tvr r?v nf 9 gat tCt ggt Cag aga tac ct g g cc tgg tet gga 

Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly Gin Arg Tyr Leu Ala Trp Ser Glv 

275 280 285 



768 



816 



864 



cac agt gec cgt gtc gga gee acg cga gat atg gee cgc get gga gtt 912 
Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg Asp Met Ala Arg Ala Gly Val 
290 295 300 

Ser p C9 TT VT atg Caa gCt ggt ggC tgg aCC aat g ta aat att 960 

Ser He Pro Glu He Met Gin Ala Gly Gly Trp Thr Asn Val Asn He 

305 310 -sm 



v=? m ? aac ^ a atc cgt aac ctg gat agt gaa aca ggg g ca at g gtg ioos 

Val Met Asn Tyr He Arg Asn Leu Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val 
325 330 335 

cgc ctg ctg gaa gat ggc gat etc gag cca tct get gga gac atg aga 1056 
Arg Leu Leu Glu Asp Gly Asp Leu Glu Pro Ser Ala Gly Asp Met Arg 
340 345 35Q 

get gee aac ctt tgg cca age ccg etc atg atc aaa cgc tct aag aag 1104 
Ala Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met lie Lys Arg Ser Lys Lys 
355 360 365 

aac age ctg gec ttg tec ctg acg gec gac cag atg gtc agt gee ttg 1152 
Asn Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu 
370 375 380 

ttg gat get gag ccc ccc ata etc tat tec gag tat gat cct acc aga 1200 
Leu Asp Ala Glu Pro Pro He Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg 
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-3-84 3-9-0 3-9-5 4-0-0 

ccc ttc agt gaa get teg atg atg ggc tta ctg acc aac ctg gca gac 1248 
Pro Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp 
405 410 415 

agg gag ctg gtt cac atg ate aac tgg gcg aag agg gtg cca g<~c ttt 1296 
Arg Glu Leu Val His Met lie Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Gly Phe 
420 425 430 

gtg gat ttg acc etc cat gat cag gtc cac ctt eta gaa tgt gee tgg 1344 
Val Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp 
435 440 445 

eta gag ate ctg atg att ggt etc gtc tgg cgc tec atg gag cac cca 1392 
Leu Glu lie Leu Met lie Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro 
450 455 460 

gtg aag eta ctg ttt get cct aac ttg etc ttg gac agg aac cag gga 1440 
Val Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly 
465 470 475 . 480 

aaa tgt gta gag ggc atg gtg gag ate ttc gac atg ctg ctg get aca 1488 
Lys Cys Val Glu Gly Met Val Glu lie Phe Asp Met Leu Leu Ala Thr 
485 490 495 

tea tct egg ttc cgc atg atg aat ctg cag gga gag gag ttt gteg tgc 1536 
Ser Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys 
500 505 510 

etc aaa tct att att ttg ctt aat tct gga gtg tac aca ttt ctg tec 1584 
Leu Lys Ser lie lie Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser 
515 520 525 

age acc ctg aag tct ctg gaa gag aag gac cat ate cac cga gtc ctg 1632 
Ser Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His lie His Arg Val Leu 
530 535 540 

gac aag ate aca gac act ttg ate cac ctg atg gec aag gca ggc ctg 1680 
Asp Lys lie Thr Asp Thr Leu lie His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu 
545 550 555 560 

acc ctg cag cag cag cac cag egg ctg gec cag etc etc etc ate etc 1728 
Thr Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu Leu Leu lie Leu 
565 570 575 

tec cac ate agg cac atg agt aac aaa ggc atg gag cat ctg tac age 1776 
Ser His lie Arg His Met Ser Asn Lys Gly Met Glu His Leu Tyr Ser 
580 585 590 

atg aag tgc aag aac gtg gtg ccc etc tat gac ctg ctg ctg gag gcg 1824 
Met Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Ala 
595 600 605 

gcg gac gee cac cgc eta cat gcg ccc act age cgt gga ggg gca tec 1872 
Ala Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala Ser 
610 615 620 



gtg gag gag acg gac caa age cac ttg gee act gcg ggc tct act tea 
Val Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser 
625 630 635 640 



1920 
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Ser Sis Ser £eu rin ?** J" f ° * tC * C9 599 939 9<=a ^ «t ttc 1968 
ber His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr He Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe 

645 650 655 

cct gcc aca get tga 

Pro Ala Thr Ala 1983 
660 



<210> 6 
<211> 660 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
chimerique Homosapiens-Bacteriophage PI 

<400> 6 

Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gin Asn Leu Pro Ala Leu Pro Val 

5 10 15 

Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys Asn Leu Met Asp Met Phe Arq 
20 25 30 ' 

Asp Arg Gin Ala Phe Ser Glu His Thr Trp Lys Met Leu Leu Ser Val 
35 40 45 

Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys Leu Asn Asn Arg Lys Trp Phe 
bU . 55 60 

Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp Tyr Leu Leu Tyr Leu Gin Ala 

70 75 80 

Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr He Gin Gin His Leu Gly Gin Leu Asn 
85 90 95 

Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro Arg Pro Ser Asp Ser Asn Ala 

ioo 105 110 

Val Ser Leu Val Met Arg Arg He Arg Lys Glu Asn Val Asp Ala Gly 
H5 120 125 

Glu Arg Ala Lys Gin Ala Leu Ala Phe Glu Arg Thr Asp Phe Asp Gin 
130 135 140 

Val Arg Ser Leu Met Glu Asn Ser Asp Arg Cys Gin Asp He Arg Asn 

150 155 16Q 

Leu Ala Phe Leu Gly He Ala Tyr Asn Thr Leu Leu Arg lie Ala Glu 
I 65 170 175 

He Ala Arg He Arg Val Lys Asp He Ser Arg Thr Asp Gly Gly Arg 
180 185 19Q 

Met Leu lie His He Gly Arg Thr Lys Thr Leu Val Ser Thr Ala Gly 
195 200 205 

Val Glu Lys Ala Leu Ser Leu Gly Val Thr Lys Leu Val Glu Arg Trp 

215 220 

He Ser Val Ser Gly Val Ala Asp Asp Pro Asn Asn Tyr Leu Phe Cys 



15 



2.2.5 23-0 235 24.0- 

Arg Val Arg Lys Asn Gly Val Ala Ala Pro Ser Ala Thr Ser Gin Leu 
245 250 255 

Ser Thr Arg Ala Leu Glu Gly lie Phe Glu Ala Thr His Arg Leu lie 
260 265 270 

Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly Gin Arg Tyr Leu Ala Trp Ser Gly 
275 280 285 

His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg Asp Met Ala Arg Ala Gly Val 
290 295 300 

Ser lie Pro Glu lie Met Gin Ala Gly Gly Trp Thr Asn Val Asn lie 
305 310 315 320 

Val Met Asn Tyr lie Arg Asn Leu Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val 
325 330 335 

Arg Leu Leu Glu Asp Gly Asp Leu Glu Pro Ser Ala Gly Asp Met Arg 
340 345 350 

Ala Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met lie Lys Arg Ser Lys Lys 
355 360 365 

Asn Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu 
370 375 380 

Leu Asp Ala Glu Pro Pro lie Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg 
385 390 395 400 

Pro Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp 
405 410 415 

Arg Glu Leu Val His Met lie Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Gly Phe 
420 425 430 

Val Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp 
435 440 445 

Leu Glu lie Leu Met lie Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro 
450 455 460 

Val Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly 
465 470 475 480 

Lys Cys Val Glu Gly Met Val Glu lie Phe Asp Met Leu Leu Ala Thr 
485 490 495 

Ser Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys 
500 505 510 

Leu Lys Ser lie lie Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser 
515 520 525 

Ser Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His lie His Arg Val Leu 
530 535 540 

Asp Lys lie Thr Asp Thr Leu lie His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu 
545 550 555 560 
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Thr Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu 



565 

Ser His He Arg His Met 
580 



570 



Leu Leu He Leu 
575 



Ser Asn Lys Gly Met Glu His Leu Tyr Ser 
585 590 

Met Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Ala 



600 



605 



Ala Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala 



Ser 



615 620 
Val Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser 



630 



635 



640 



Ser His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr He Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe 
64 5 650 



655 



Pro Ala Thr Ala 
660 



<210> 7 
<211> 1983 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1983) 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
chimerique Homosapiens-Bacteriophage PI 

<400> 7 

atg tec aat tta ctg acc gta cac caa aat ttg cct gca tta ccg gtc 48 

Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gin Asn Leu Pro Ala Leu Pro vTl 

5 10 15 

aIp Ax"a Thr g " Ctg atg ^ C ttc ^9 96 

Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys Asn Leu Met Asp Met Phe Arq 

20 25 30 



gat cgc cag gcg ttt tct gag cat acc tgg aaa atg ctt ctg tec qtt 
Asp Arg Gin Ala Phe Ser Glu His Thr Trp Lys Met Leu Leu Ser Val 
J5 40 45 



144 



tgc egg teg tgg gcg gca tgg tgc aag ttg aat aac egg aaa tgg ttt 192 

Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys Leu Asn Asn Arg Lys T^p Phe 
50 55 60 

Pro Iff Pi 3 p Ct ^ 9 " CgC gat t3t Ctt cta tat ctt =39 9<=g 240 

Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp Tyr Leu Leu Tyr Leu Gin Ala 



65 ™ " " 75 



80 



cgc ggt ctg gca gta aaa act ate cag caa cat ttg ggc caq cta aac op o 
Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr He Gin Gin His Leu Gly Gin Leu A^n 

85 90 95 
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atg ctt cat cgt egg tec ggg ctg cca cga cca agt gac age aat get 336 

Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro Arg Pro Ser Asp Ser Asn Ala 

100 105 110 

gtt tea ctg gtt atg egg egg ate cga aaa gaa aac gtt gat gec ggt 384 

Val Ser Leu Val Met Arg Arg lie Arg Lys Glu Asn Val Asp Ala Gly 

115 120 125 



gaa cgt gca aaa cag get eta gcg ttc gaa cgc act gat ttc gac cag 
Glu Arg Ala Lys Gin Ala Leu Ala Phe Glu Arg Thr Asp Phe Asp Gin 
130 135 140 



432 



gtt cgt tea etc atg gaa aat age gat cgc tgc cag gat ata cgt aat 480 
Val Arg Ser Leu Met Glu Asn Ser Asp Arg Cys Gin Asp lie Arg Asn 
145 150 155 160 

ctg gca ttt ctg ggg att get tat aac ace ctg tta cgt ata gec gaa 528 
Leu Ala Phe Leu Gly lie Ala Tyr Asn Thr Leu Leu Arg lie Ala Glu 
165 170 175 

att gec agg ate agg gtt aaa gat ate tea cgt act gac ggt ggg aga 576 
lie Ala Arg lie Arg Val Lys Asp lie Ser Arg Thr Asp Gly Gly Arg 
180 185 190 

atg tta ate cat att ggc aga acg aaa acg ctg gtt age acc gca ggt 624 
Met Leu lie His lie Gly Arg Thr Lys Thr Leu Val Ser Thr Ala Gly 
195 200 205 

gta gag aag gca ctt age ctg ggg gta act aaa ctg gtc gag cga tgg 672 
Val Glu Lys Ala Leu Ser Leu Gly Val Thr Lys Leu Val Glu Arg Trp 
210 215 220 

att tec gtc tct ggt gta get gat gat ccg aat aac tac ctg ttt tgc 720 
lie Ser Val Ser Gly Val Ala Asp Asp Pro Asn Asn Tyr Leu Phe Cys 
225 230 235 240 

egg gtc aga aaa aat ggt gtt gee gcg cca tct gec acc age cag eta 768 
Arg Val Arg Lys Asn Gly Val Ala Ala Pro Ser Ala Thr Ser Gin Leu 
245 250 255 

tea act cgc gee ctg gaa ggg att ttt gaa gca act cat cga ttg att 816 
Ser Thr Arg Ala Leu Glu Gly lie Phe Glu Ala Thr His Arg Leu lie 
260 265 270 

tac ggc get aag gat gac tct ggt cag aga tac ctg gec tgg tct gga 864 
Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly Gin Arg Tyr Leu Ala Trp Ser Gly 
275 280 285 

cac agt gee cgt gtc gga gec gcg cga gat atg gee cgc get gga gtt 912 
His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg Asp Met Ala Arg Ala Gly Val 
290 295 300 

tea ata ccg gag ate atg caa get ggt ggc tgg acc aat gta aat att 960 
Ser lie Pro Glu lie Met Gin Ala Gly Gly Trp Thr Asn Val Asn lie 
305 310 315 320 



gtc atg aac tat ate cgt aac ctg gat agt gaa aca ggg gca atg gtg 
Val Met Asn Tyr lie Arg Asn Leu Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val 
325 330 335 



1008 
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cgc ctg ctg gaa gat ggc gat etc gag cca tct get gga gac ata aaa 
Arg Leu Leu Glu Asp Gly Asp Leu Glu Pro Ser Ala Sly Asp Me? ITa 
340 345 



1056 



350 



1104 



lit IT T C r Ctt CCg CtC 3tg atC aaa c * c tct a ag aag 

Ala Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met He Lys Arg Ser Lys Lys 
355 3 6 o 365 

aac age ctg gee ttg tec ctg acg gee gac cag atg gtc agt gee ttg 1152 
Asn Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu 
370 375 3 8 o 



, l** If ? ag ° CC CCC ata ctc tat tcc tat gat cct acc aga 

Leu Asp Ala Glu Pro Pro He Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg 
385 390 395 400 

ccc ttc agt gaa get teg atg atg ggc tta ctg acc aac ctg gca gac 
Pro Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp 
405 410 415 

agg gag ctg gtt cac atg ate aac tgg gcg aag agg gtg cca ggc ttt 1296 
Arg Glu Leu Val His Met He Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Sly Phe 



1200 



1248 



420 425 



430 



gtg gat ttg acc ctc cat gat cag gtc cac ctt eta gaa tgt gee tgg 1344 

Val Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp 
435 440 445 

T C I a r 39 rT T Ctg atg a " ggt CtC gtC tgg cgc tcc atg ^9 ca <= cca 1392 

Leu Glu He Leu Met He Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro 

450 455 460 



ggg aag eta ctg ttt get cct aac ttg ctc ttg gac agg aac cag gga 1440 

Gly Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly 
4 65 470 „-7c 

4/u 475 480 

aaa tgt gta gag ggc atg gtg gag ate ttc gac atg ctg ctg get aca 1488 
Lys Cys Val Glu Gly Met Val Glu He Phe Asp Met Leu Leu Ala Thr 
485 490 495 

Ser ITr- a" OK C ^ ^ ^ ° tg C3g 953 ^ ttfc tgc 1536 

Ser Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys 
500 505 510 

etc aaa tct att att ttg ctt aat tct gga gtg tac aca ttt ctg tcc 1584 
Leu Lys Ser He He Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser 
515 520 525 

age acc ctg aag tct ctg gaa gag aag gac cat ate cac cga gtc ctg 1632 
Ser Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His He His Arg Val Leu 
530 535 54Q 

gac aag ate aca gac act ttg ate cac ctg atg gec aag gca ggc ctg 1680 
Asp Lys He Thr Asp Thr Leu He His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu 
545 55 0 555 560 

acc ctg cag cag cag cac cag egg ctg gee cag ctc ctc ctc ate ctc 1728 
Thr Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu Leu Leu He Leu 
565 570 575 

tcc cac ate agg cac atg agt aac aaa ggc atg gag cat ctg tac age 1776 
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_Ser_Hi.s_LLe„Ar.g^His_Me£„S.ej^Asr 

580 585 590 

atg aag tgc aag aac gtg gtg ccc etc tat gac ctg ctg ctg gag gcg 1824 
Met Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Ala 
595 600 605 

gcg gac gec cac cgc eta cat gcg ccc act age cgt gga ggg gca tec 1872 
Ala Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala Ser 
610 615 620 

gtg gag gag acg gac caa age cac ttg gee act gcg ggc tct act tea 1920 
Val Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser 
625 630 635 640 

teg cat tec ttg caa aag tat tac ate acg ggg gag gca gag ggt ttc 1968 
Ser His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr lie Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe 
645 650 655 

cct gee aca get tga 1983 
Pro Ala Thr Ala 
660 



<210> 8 
<211> 660 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: Sequence 
chimerique Homosapiens-Bacteriophage PI 

<400> 8 

Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gin Asn Leu Pro Ala Leu Pro Val 
15 10 15 

Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys Asn Leu Met Asp Met Phe Arg 
20 25 30 

Asp Arg Gin Ala Phe Ser Glu His Thr Trp Lys Met Leu Leu Ser Val 
35 40 45 

Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys Leu Asn Asn Arg Lys Trp Phe 
50 55 60 

Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp Tyr Leu Leu Tyr Leu Gin Ala 
65 70 75 80 

Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr lie Gin Gin His Leu Gly Gin Leu Asn 
85 90 95 

Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro Arg Pro Ser Asp Ser Asn Ala 
100 105 110 

Val Ser Leu Val Met Arg Arg lie Arg Lys Glu Asn Val Asp Ala Gly 
115 120 125 

Glu Arg Ala Lys Gin Ala Leu Ala Phe Glu Arg Thr Asp Phe Asp Gin 
130 135 140 



Val Arg Ser Leu Met Glu Asn Ser Asp Arg Cys Gin Asp lie Arg Asn 
145 150 155 160 
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Leu Ala Phe Leu Gly lie Ala Tyr Asn Thr Leu Leu Arg He Ala Glu 

loo 



170 



175 



He Ala Arg lie Arg Val Lys Asp He Ser Arg Thr Asp Gly Gly Arg 

185 190 

Met Leu lie His He Gly Arg Thr Lys Thr Leu Val Ser Thr Ala Gly 

iy5 200 — y 



205 



Val Glu Lys Ala Leu Ser Leu Gly Val Thr Lys Leu Val Glu Arg Trp 



220 



lie Ser Val Ser Gly Val Ala Asp Asp Pro Asn Asn Tyr Leu Phe Cys 

235 240 

Arg Val Arg Lys Asn Gly Val Ala Ala Pro Ser Ala Thr Ser Gin Leu 
245 2 5o 255 

Ser Thr Arg Ala Leu Glu Gly He Phe Glu Ala Thr His Arg Leu He 
260 265 



270 



Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly Gin Arg Tyr Leu Ala Trp sir Gly 
275 280 28 5 Y 

His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg Asp Met Ala Arg Ala Gly Val 

295 300 

Ser lie Pro Glu He Met Gin Ala Gly Gly Trp Thr Asn Val Asn He 

310 315 320 

Val Met Asn Tyr lie Arg Asn Leu Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val 

330 335 

Arg Leu Leu Glu Asp Gly Asp Leu Glu Pro Ser Ala Gly Asp Met Arg 
340 345 350 

Ala Ala Asn Leu Trp Pro Ser Pro Leu Met He Lys Arg Ser Lys Lys 
355 360 365 

Asn Ser Leu Ala Leu Ser Leu Thr Ala Asp Gin Met Val Ser Ala Leu 



Leu Asp Ala Glu Pro Pro He Leu Tyr Ser Glu Tyr Asp Pro Thr Arg 



395 400 



Pro Phe Ser Glu Ala Ser Met Met Gly Leu Leu Thr Asn Leu Ala Asp 
405 410 415 

Arg Glu Leu Val His Met He Asn Trp Ala Lys Arg Val Pro Gly Phe 

420 425 



430 



Val Asp Leu Thr Leu His Asp Gin Val His Leu Leu Glu Cys Ala Trp 

435 445 P 

Leu Glu lie Leu Met He Gly Leu Val Trp Arg Ser Met Glu His Pro 

^ u 455 460 

Gly Lys Leu Leu Phe Ala Pro Asn Leu Leu Leu Asp Arg Asn Gin Gly 



475 



480 
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L ys Cys Val Gl u Gly Met Val Gin Tie Phe A.qp Met T.en T.en Ala Thr 



485 490 495 

Ser Ser Arg Phe Arg Met Met Asn Leu Gin Gly Glu Glu Phe Val Cys 
500 505 510 

Leu Lys Ser lie lie Leu Leu Asn Ser Gly Val Tyr Thr Phe Leu Ser 
515 520 525 

Ser Thr Leu Lys Ser Leu Glu Glu Lys Asp His lie His Arg Val Leu 
530 535 540 

Asp Lys lie Thr Asp Thr Leu lie His Leu Met Ala Lys Ala Gly Leu 
545 550 555 560 

Thr Leu Gin Gin Gin His Gin Arg Leu Ala Gin Leu Leu Leu lie Leu 
565 570 575 

Ser His lie Arg His Met Ser Asn Lys Gly Met Glu His Leu Tyr Ser 
580 585 590 

Met Lys Cys Lys Asn Val Val Pro Leu Tyr Asp Leu Leu Leu Glu Ala 
595 600 605 

Ala Asp Ala His Arg Leu His Ala Pro Thr Ser Arg Gly Gly Ala Ser 
610 615 620 

Val Glu Glu Thr Asp Gin Ser His Leu Ala Thr Ala Gly Ser Thr Ser 
625 630 635 640 

Ser His Ser Leu Gin Lys Tyr Tyr lie Thr Gly Glu Ala Glu Gly Phe 
645 650 655 

Pro Ala Thr Ala 
660 



<210> 9 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 9 

tccttcacca agcacatctg 



<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 

tgcagccctc acaactgtat 



<210> 11 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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<400> 11 

caacctgcac ttgtcactta g 

<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 12 

atgtttcata gttggatatc 

<210> 13 
<211> 37 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 13 

atacgcggcc gcgaattcca gcaggaatca ggtagct 

<210> 14 
<211> 37 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 14 

atagcgccgg cgctgcagca caggagggtg ctatgag 
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20 



37 



37 
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Figure 1A 
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